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tRNA  genes  and  their  intended  collation  onto  a  “tRNA  neochromosome”, with  the  aim  of 




The  application  of  engineering  principles  is  synonymous  with  synthetic  biology,  regularly 
employing  the  recursive  Design‐Build‐Test  cycle  to  improve  experimental  approach.  This 
doctoral study explores the design, construction and characterisation of a tRNA neochromosome 
in Saccharomyces cerevisiae. A series of design principles  influenced by engineering concepts 









backgrounds. Except  for  these  structural  variations,  successful neochromosome  construction 
demonstrated the applicability of the approaches used and the remarkable ability of the yeast 
model to support the presence of a 17th chromosome housing an additional 275 tRNA genes. The 








version  2.0)  is  an  international  consortium  with  the  overall  aim  of  designing  and 
constructing a  fully‐synthetic genome of  the humble brewer’s yeast. As part of Sc2.0, 
fundamental  design  changes  include  the  removal  of  unstable  tRNA  genes  and  their 
intended collation onto a “tRNA neochromosome”, with the intended aim of producing a 
more robust and stable synthetic genome structure. To maintain viability of a synthetic 








A  design‐based  approach  was  used  to  rationalise  the  complexities  of  de  novo 
chromosome  engineering.  A  methodology  was  developed  and  shown  to  reliably 
construct the neochromosome from its constituent parts. Experimental characterisation 
reveals that genetic elements generally function as expected, although visualisation and 
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%      ‐  Percent 
5‐FOA      ‐  5‐Fluoroorotic acid 
A. gossypii    ‐  Eremothecium (Ashbya) gossypii 
Amp      ‐  Ampicillin 
ARS      ‐  Autonomously Replicating Sequence 
ATP      ‐  Adenosine tri‐phosphate 
[γ32P]‐ATP    ‐  Adenosine triphosphate (labelled on the gamma phosphate                           
group with 32P) 
bp      ‐  Base pairs 
oC      ‐  Degrees Celsius 
CaCl2      ‐  Calcium chloride 
CEN      ‐  Centromere 
Chr      ‐  Chromosome 
cm      ‐  Centimetre 
ddH2O      ‐  Double‐distilled water 
DEPC      ‐  Diethyl pyrocarbonate 
DMSO      ‐  Dimethyl sulphoxide 
DNA      ‐  Deoxyribonucleic acid 
dNTPs      ‐  Deoxynucleotide triphosphates 
DTT       ‐  Dithiothreitol 
E. cymbalariae  ‐  Eremothecium cymbalariae 
E. coli      ‐  Escherichia coli 
EDTA      ‐  Ethylenediaminetetra‐acetic acid 
g      ‐  Grams (when referring to weight) 
g      ‐  G‐force (when referring to centrifuge speed) 
G418      ‐  Geneticin 
His      ‐  Histidine 
  ix
kb      ‐  Kilobase pairs 
Kan       ‐  Kanamycin 
L      ‐  Litre 
LB      ‐  Luria‐Bertani media 
Leu      ‐  Leucine 
LiOAc       ‐  Lithium acetate 
LTR       ‐  Long Terminal Repeat 
M      ‐  Moles 
mg      ‐  Milligram 
MgSO4      ‐  Magnesium sulphate 
min      ‐  Minutes 
mL      ‐  Mililitre 
mM      ‐  Millimolar 
MnCl2      ‐  Manganese chloride 
MOPS      ‐  3‐(N‐morpholino)propanesulfonic acid buffer 
mRNA      ‐  Messenger ribonucleic acid 
NAD      ‐  Nicotinamide adenine dinucleotide 
NaOH      ‐  Sodium hydroxide 
OD600nm    ‐  Optical density (600 nanometres) 
PBS      ‐  Phosphate Buffered Saline 
PAGE      ‐  Polyacrylamide gel electrophoresis 
PEG      ‐  Polyethylene glycol 
PCR      ‐  Polymerase Chain Reaction 
PFGE      ‐  Pulsed Field Gel Electrophoresis 
pol II      ‐  RNA Polymerase II 
pol III      ‐  RNA Polymerase III 
RbCl      ‐  Rubidium chloride 
RNA      ‐  Ribonucleic acid 
rRNA      ‐  Ribosomal ribonucleic acid 
  x
rDNA      ‐  Ribosomal deoxyribonucleic acid 
s      ‐  Seconds 
S. cerevisiae    ‐  Saccharomyces cerevisiae 
SC      ‐  Synthetic complete media 
SCRaMbLE    ‐  Synthetic  Chromosome  Recombination  and Modification 
by LoxP‐mediated Evolution 
SDS      ‐  Sodium dodecyl sulphate 
Syn      ‐  Synthetic 
SynIII/VI/IXR    ‐   Synthetic chromosome III, VI and the right arm of IX 
TAE      ‐  Tris‐HCl, acetic acid, EDTA 
TBE      ‐  Tris‐HCl, boric acid, EDTA 
tDNA      ‐  Transfer deoxyribonucleic acid 
tRNA      ‐  Transfer ribonucleic acid 
Tris‐HCl    ‐  Tris‐buffered hydrochloric acid 
μg      ‐  Microgram 
UHR      ‐  Universal Homologous Region 
μL      ‐  Microlitre 
Ura      ‐  Uracil 
V      ‐  Volts 
v/v      ‐  volume/volume 
WT      ‐  Wild‐type 
X      ‐  Times 









‐ Origins of  replication as a  function are non‐italicised  (i.e. ARS elements), and are 
italicised when referring to a specific origin of replication (i.e. chrF‐444). 
‐ Throughout  this  thesis, tRNA genes are  italicised and  the  tRNA gene products are 
non‐italicised. tRNA genes and their gene products may be referred to  in multiple 
ways, such as by their common name (e.g. SUP61), their isotype (tRNASer or tS), their 
anticodon  (tRNASer(CGA))  or  their  systematic  name  (e.g.  tS(CGA)C).  A  naming 













































1.4.5. tRNA‐Associated  Retrotransposons  Indirectly  Contribute  to 
Genomic Instability 
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Figure 4.12  Plasmid maps of the LEU2 and URA3 inchworm vectors  103
































































































































































advances  in  synthetic  biology,  now  presents  the  opportunity  to  ask  fundamental 
questions of biological significance. Indeed, the nascent field of synthetic genomics will 
come to act as a key enabler in the years to come, proving a means to study biology in a 




These  radical  new  approaches  to  biology would  not  have  existed without  the  rapid 
technological advances observed over  recent decades.  In  fact,  the origins of synthetic 
biology can be traced back up to fifty years earlier than  its current terminology:  in the 





chemically  constructed  a  tRNA  molecule  from  its  constituent  polynucleotides.  This 
endeavour took considerable time and effort; today, gene synthesis  is performed on a 
scale orders‐of‐magnitude greater.  Indeed,  this  thesis describes  the de novo synthesis 
and construction of a neochromosome housing 275 tRNA genes. 
 










major pillar  supporting  the development of  synthetic biology. As observed with DNA 
sequencing, DNA synthesis technologies have also displayed a Moore’s law‐like trajectory 
in terms of increased speed and reduced cost. The ability to produce DNA sequences on 
demand  now  presents  biologists with  an  unprecedented  degree  of  control  over  the 
building blocks of life. 
 





2011) only  initiated one  year  later, and  represents a natural progression  in  synthetic 
genome  engineering  from  the  prokaryotic  domain  to  the  re‐design  and  chemical 
synthesis of the first eukaryote, S. cerevisiae. Five years later, and the scale of synthetic 
genome engineering increased still: The Genome Project‐Write (GP‐Write; formerly the 
Human  Genome  Project‐Write)  proposes  to  perform  whole‐genome  engineering  on 
mammalian  cell  lines  and massively  reduce  the  cost of doing  so  (Boeke  et al., 2016, 
Walker and Cai, 2016).  
 






















The  Synthetic  Yeast  (Sc2.0)  consortium  is  an  international  collaboration  that  aims  to 
design and synthesise a fully‐synthetic eukaryotic genome. This ground‐breaking project 
has led to the re‐design and complete chemical synthesis of S. cerevisiae chromosome II 
(Shen et al., 2017), chromosome  III  (Annaluru et al., 2014), chromosome V  (Xie et al., 






















artificial amino acids, and  the  removal of  retrotransposons,  subtelomeric  repeats and 





























SCRaMbLE  (or  Synthetic  Chromosome  Recombination  and  Modification  by  LoxP‐
mediated  Evolution)  is  significant  technology  for  the  Sc2.0  consortium.  Scattered 















A  strategy  called  SwAP‐In  (switching  auxotrophies  progressively  for  integration) was 
developed  to  construct  synthetic  yeast  chromosomes  (Richardson  et  al.,  2017).  This 
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and  potential  value  to  science  and  industry  and  its  well‐characterised  genome  and 



































The  central  dogma  of  molecular  biology  (Crick,  1970)  describes  the  transfer  of 
information  in  biological  systems.  Fundamentally,  this  involves  the  transfer  of 
information encoded in DNA to the biological machinery that converts this information 
into  protein.  This  process  is  largely  separated  into  two  steps:  transcription  and 
translation.  
 
Transfer RNA  (tRNA) molecules are  critical  to  the process of  translation. These  small, 
folded  stretches  of  ribonucleic  acid  (Figure  1.1)  serve  as  adaptors  that  link  the 
information found in the three‐base codons of mRNA to the polypeptide chains that form 













As  transcription  is  the  foundation  of  mRNA  synthesis  from  DNA,  translation  is  the 
foundation of protein biosynthesis. tRNA molecules assist in the decoding of the three‐




























tRNA genes  in eukaryotes are  transcribed by  the enzyme, RNA Polymerase  III  (Pol  III). 
Recruitment of this multi‐part enzyme complex requires two transcription factors: TFIIIB 
and  TFIIIC.  Transcription  is  initiated when  TFIIIC binds  to  a dual  conserved promoter 






render  it advantageous  to  reduce  translational activity, such as  that of starvation and 
  ‐ 10 ‐
DNA damage, Maf1 is dephosphorylated and imported into the nucleus where it inhibits 











The  5’  end of  each  precursor  tRNA molecule  is  processed by  the  highly‐unusual  and 
ancient ribozyme endonuclease, RNase P (Bertrand et al., 1998, Chamberlain et al., 1998). 
This enzyme complex is the largest in the tRNA processing pathway and consists of nine 
essential  protein  sub‐units  and,  interestingly,  one  essential  RNA  subunit  that  is 
responsible for  its catalytic activity. The processing of the 3’ end of precursor tRNAs  is 




al., 2008). The La protein  is  responsible  for  stabilising  the 3’  region  for endonuclease 
activity to occur and protects this region against premature exonuclease activity (Yoo and 
Wolin, 1997). Following 3’ processing, the addition of the trinucleotide CCA onto the 3’ 












is  undertaken  by  three  primary  enzymes  in  three  distinct  steps  that  include  splicing, 
ligation and removal of a residual phosphate. tRNA splicing endonuclease, responsible 
for excising the tRNA intron, is a four‐subunit complex consisting of Sen2, Sen15, Sen34 
and Sen54  (Trotta et al., 1997). All  four  subunits are essential.  tRNA  ligase  (Trl1) and 

























The  central motivation  of  the  tRNA  neochromosome  project  is  to  introduce  greater 
stability  in  the  synthetic  yeast  genome  by  relocating  unstable  tRNA  genes  onto  a 
dedicated  chromosome.  This  section  presents  an  overview  of  current  literature 
describing  the mechanistic nature of  genomic  instability  associated with  tRNA genes. 
Direct  sources  of  instability  include  ‘collisions’  between  the  replication  fork  and 
components associated with transcription, leading to the formation of DNA lesions and 
subsequent repair through recombination. It is well known that actively‐transcribed tRNA 
genes are  ‘replication‐fork barriers’, although  the exact mechanism of replication  fork 
pausing  and/or  collapse  at  tRNA  genes  is  unknown  (Nguyen  et  al.,  2010).  The 
consequences of replication stress are discussed in greater detail in this section due to its 
greater overall contribution to genomic instability. Indirect sources of genome instability 
include  incorporation  of  retrotransposons  and  their  associated  repeats  at  regions 










neurodegeneration  (Fragkos  and  Naim,  2017).  The  primary  reasons  for  instability 
associated with replication stress is debated (Helmrich et al., 2013, Gaillard and Aguilera, 
2016), but generally  requires  transcription  (Aguilera, 2002) and  is often associated at 
‘hotspots’,  including  tRNA genes  in yeast  (Admire et al., 2006). A common  feature of 
replication stress is the pausing or subsequent stalling of the replication fork at actively 
transcribed genes, creating the conditions that permit the formation of single‐stranded 
DNA,  associated  DNA  breaks  and  subsequent  repair  through  recombination.  The 






As  the  transcriptional  and  replicative machineries  compete  for  the  same  template of 
DNA,  it  is  logical  that  these  two  complexes  compete  and  interfere with  each  other. 
Collisions between these two machineries are associated with DNA polymerase stalling, 
replication  fork  collapse  and DNA  breaks  (Prado  and Aguilera,  2005, Gottipati  et  al., 
2008). tRNA genes, due to their highly‐transcribed nature, are no exception: they have 
been shown to interfere with progression of the replication fork resulting in replication 
stress  leading  to  chromosome  breakage  and  recombination  (Admire  et  al.,  2006). 
Common  to  tRNA genes are  the phenomena of  replication  fork pausing  (or a  slowing 
without  collapse):  the  helicase,  Rrm3p,  is  responsible  for  the  progression  of  the 
replication fork following pausing at tRNA genes  in yeast and  its removal  is associated 
with  increased  replication  fork breakage events  (Ivessa et al., 2003). Yeast appears  to 
have evolved a global mechanism  to  reduce  tRNA gene  transcription, via components 
associated with  the  replication  stress  checkpoint pathway and  the  regulator Maf1,  in 
response to replication stress caused by tRNA gene transcription (Nguyen et al., 2010). 
  ‐ 14 ‐





template  including bound proteins  such as  the  transcriptional machinery  itself. These 





DNA  damage  caused  by  collisions  between  the  replication  fork  and  transcriptional 
machinery have long thought to drive genomic instability. However, the last decade has 























exposed  ssDNA  can be  targeted by nucleotide excision  repair  factors associated with 
transcription (Sollier et al., 2014) or DNA‐modifying enzymes resulting  in DNA damage 
(Ruiz et al., 2011). Alternatively, the R‐loop can lead to DNA replication stress and DNA 










et  al.,  2010)  and  deletion  of  RNase  H  in  yeast  is  associated  with  increased  R‐loop 
formation and genome instability (Wahba et al., 2011). Additional evidence suggests that 





study  in  hyper‐recombinant  THO‐complex  yeast mutants  that  shows  how  RNase  H1 
overexpression  leads  to  a  reduction  in  Rrm3  helicase  clusters  at  actively  transcribed 
genes (Gomez‐Gonzalez et al., 2011), suggesting a mitigating role for RNase H following 
replication fork pausing. Additionally, the hyper‐recombination phenotype in this mutant 





Although work by Sekedat et al.  (2010)  suggests  that  replication  fork  stall events are 
independent  of  transcriptional  orientation,  a  greater  body  of  evidence  supports  the 





the  opposing  orientation.  In  contrast,  this  pausing  was  diminished  when  both 
machineries  face  the  same  orientation.  They  suggest  that  the  pausing  is  caused  by 






transcription‐associated  recombination was observed  to be  far  less pronounced when 
both travelled  in the same orientation (Prado and Aguilera, 2005). Finally,  it  is notable 
that replication termination sites in the rDNA locus (discussed in further detail in Chapter 





Retrotransposons are genetic elements  related  to  retroviruses  (Lerat and Capy, 1999) 
with  five  families  (Ty1  to Ty5)  found  in S.  cerevisiae. Retrotransposons,  through  their 
preferential integration in regions proximal to tRNA genes (Ji et al., 1993), also play an 
indirect role in genome instability. These include the retrotransposons themselves, which 
may  form  double  strand  breaks  through  perturbed  (slowed)  replication  between 
retrotransposon  pairs  (Lemoine  et  al.,  2005),  or  their  associated  highly‐homologous 













To be  considered a  true  chromosome, a  synthetic neochromosome must  consist of a 
series of individual features that are critical for function in vivo. A brief overview of the 
fundamentals of chromosome biology  is presented here, and  includes a description of 
the  centromere,  telomeres  and  chromosome  replication.  Additionally,  as  the  tRNA 
neochromosome  was  initially  constructed  as  a  circular  ‘megaplasmid’  prior  to 





Eukaryotic  genomes  consist  of  a  series  of  structures  called  chromosomes,  with  the 
genome of S. cerevisiae consisting of sixteen chromosomes. To ensure proper segregation 
during mitosis, each chromosome contains a centromere where microtubules attach, via 
the  kinetochore,  to  ensure  equal  segregation  during mitosis  (Fitzgerald‐Hayes  et  al., 











dimensional  structure of  the yeast genome by  tethering chromosomes  to  the nuclear 
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in  the  rDNA  locus.  Although  there  exists  an  extensive  body  of  work  on  genome 
replication, very  little  is understood about  the nature of  replication  termination.  In S. 
cerevisiae,  Fob1  is  the  primary  replication  fork  blocking  (RFB)  protein,  and  acts  by 
blocking replication in the rDNA locus by binding to Ter sites (Huang and Maraia, 2001). 
They  appear  to  be  responsible  for  preventing  collisions  between  the  replicative  and 













bacteria  have  evolved  responses  to  resolve  recombination‐dependent  catenane 
formation between circular chromosomes: circular monomeric bacterial chromosomes 










primary  source  of  instability,  leading  to  the  formation  of  dicentric  chromosomes  (a 
chromosome  with  two  centromeres),  or  catenane  (interlocked  ring)  formation  (Yip, 




The unstable behaviour of  ring  chromosomes  in eukaryotes was described almost 80 








































intention of  the Sc2.0  consortium  to  remove and  relocate all 275  tRNA genes onto a 




neochromosome  housing  all  275  tRNA  genes  that will  eventually  complement  their 
absence in a synthetic yeast strain. This neochromosome is expected to form an essential 
component of the overall Sc2.0 project and additionally provide a resource, in the form 



























by  engineering  concepts  and  are  intended  to  rationalise  the overall  approach 
towards  design,  maximise  neochromosome  stability  and  ensure  components 
function as expected. 
2. Build (Chapter 4: Constructing the tRNA Neochromosome): This chapter describes 
the  development  of  new  technologies  to  construct  the  neochromosome  and 
reliably  verify  integration  of  each  individual  component. Additional  objectives 
include  the  development  of  technologies  to  enable  future  neochromosome 
construction.  





replication and  replication  termination elements. Additional work  includes  the 




















DNA  sequences  were  synthesised  de  novo  by  external  vendors  as  follows. 





















for  15 minutes.  For  ampicillin  selection  in  bacteria,  100 mg/mL  stocks  of  ampicillin 
disodium salt were added for a final concentration of 100 μg/mL once media had cooled 











































































pouring.  For  5‐Fluoroorotic  Acid Monohydrate  (5‐FOA)  counter‐selection  against  the 














Strain ID  Name  Genotype  Source 
RWy007  BY4741  MATa leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 his3∆1  Laboratory  collection, 
Cai Lab, UK 

















































of DNA and briefly mixed. Tubes were  incubated on  ice  for 20 minutes before being 
subjected to heatshock at 42oC for 45 seconds and then incubated on ice for two minutes. 
0.5 mL of LB media was added to each tube and incubated with shaking at 900 rpm in a 















Yeast  transformation  was  performed  according  to  Gietz  and  Woods  (2002),  with 




A pre‐culture of yeast was prepared by  inoculating single  isolates  into 10 mL of  liquid 
media and  incubated with  rotation  in a Cell Culture Roller Drum  (Eppendorf) at 30oC 



















*DNA  concentrations  for  yeast  transformation  are  variable.  For  plasmid‐based 


























A pre‐culture of yeast was prepared by  inoculating single  isolates  into 10 mL of media 
and incubated with rotation in a Cell Culture Roller Drum (Eppendorf) at 30oC overnight. 
Overnight cultures were re‐inoculated into 20 mL of fresh media to a target OD600nm of 








































of 350 μL of Buffer N3  (Qiagen). The resulting  lysate was centrifuged at 17,000g  for 3 
minutes, with  the  supernatant  centrifuged  again  in  fresh  1.5 mL  centrifuge  tubes  to 
































































Cycles  1  30 1  1
Temperature  95oC  95oC  50oC  72oC  72oC  8oC 
Time  2 min  30 s  1 min 15 s  1 min 45 s  5 min  hold 
 
For  PCR  reactions  requiring  high‐fidelity,  such  as  that  of  amplifying  a DNA  target  of 

























Cycles  1  30  1  1 
Temperature  98oC  98oC  *oC  72oC  72oC  8oC 









in  a microwave  with  regular mixing  and  cooled  to  approximately  55oC  prior  to  the 


























































Gibson  assembly master mix  (previously  thawed  on  ice)  to  a  final  volume  of  20  μL. 
Generally, a 3:1 ratio of  insert to vector was used. The Gibson Assembly reaction was 
then  undertaken  by  incubating  at  50oC  for  45 minutes  on  a  pre‐heated  ProFlex  PCR 
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). 5 μL of the resulting reaction was transformed 
into 50 μL of chemically competent E. coli. Resulting bacteria colonies were verified using 
























(Richardson  et  al.,  2012)  using  the  “Building  Block Design  (Length Overlap method)” 
(Website: http://54.235.254.95/gd/). The web‐based algorithm automatically generates 




















Denaturation  Annealing Elongation Elongation Annealing  Elongation
Cycles  1  5 
Temperature  94
oC  55oC  72oC  94oC  69oC  72oC 
Time  3 min  30 s  1 min  30 s  30 s  1 min 
  Cycle 3  Cycle 4 
Denaturation  Annealing Elongation Elongation  Annealing  Elongation
Cycles  5 20 
Temperature  94
oC  65oC  72oC  94oC  61oC  72oC 










equal volumes of  the  first and  last primers  (6 uM)  for a  final  concentration of 3 uM. 
Finishing PCR  (F‐PCR) was prepared by mixing 2 μL of 2.5 mM dNTPs with 5 μL of 5X 
Phusion GC buffer (NEB), 13.25 μL of ddH2O, 0.3μL of Phusion polymerase (NEB) with 2 









Denaturation  Annealing Elongation Elongation Annealing  Elongation
Cycles  1  25 
Temperature  94oC  55oC 72oC 94oC 55oC  72oC





















  Cycles  25  1  1 
  Temperature  95oC  50oC  60oC  60oC  4oC 
















For  DNA  sequence manipulation  (including  design  of  vectors  used  to  construct  the 



















































DEPC‐treated  water.  Polymerisation  was  then  induced  by  the  addition  of  50  μL  of 
tetramethylethylenediamine (TEMED) solution and poured between clean glass plates. 









performed according  to an  internal  laboratory protocol. A Hybond‐N+ membrane  (GE 
Healthcare Life Sciences) was cut to size and placed facing the polyacrylamide gel while 





























Pre‐hybridisation was  performed  by  incubating  the  nylon membrane  in  hybridisation 
tubes containing 30 mL of hybridisation buffer (6X SSPE (900 mM NaCl, 60 mM sodium 








producing  a  stronger wash. Membranes were  then  exposed  onto  a  photostimulated 
phosphor  screen,  with  exposure  time  adjusted  according  to  levels  of  radioactivity 
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measured on the membrane. Phosphorimager screens were then  imaged on a Fujifilm 















saturated,  cultures  were  washed  once  with  sterile  PBS  (phosphate  buffered  saline) 
solution and re‐inoculated into 10 mL of SC‐His‐Leu containing either 2% galactose (for 






















Plugs  were  then  added  to  500  μL  of  wash  buffer  containing  1 mg/mL  lyticase  and 
incubated for three hours at 37oC. Agarose plugs were then incubated overnight at 55oC 














































Overnight  yeast  cultures  were  re‐inoculated  into  400  mL  of  selective  media  and 








addition  of  20 mL  of  phenol:chloroform:isoamyl  alcohol  (25:24:1)  and mixing  again. 







The Noskov  et  al.  (2011)  protocol  describes  the  purification  of DNA  using  the  Large 
Construct Kit (Qiagen). Due to significant similarities with the buffers and solutions used, 
the Plasmid Maxi Kit (Qiagen) was used instead, with minor alterations noted as follows 















To  characterise  yeast  growth  rate  of  strains  housing  variants  of  the  tRNA 
neochromosome, the Tecan Sunrise microplate incubator/spectrophotometer was used. 
Yeast isolates were inoculated into selective media and incubated with rotation at 30oC 









Approximate  yeast  doubling  time  was  calculated  using  an  online  tool 














generally  renders more  ‘traditional’  approaches  to  experimental  design  inadequate. 























the  neochromosome  sequence  should  consist  of  increasingly  large  annotated 
segments,  from  the  small  (tRNA cassettes), medium  (tRNA arrays)  to  the  large  (a 
higher‐order structure). 
3. Control:  Origins  of  replication  and  replication  termination  sites  should  be 
strategically placed  to define  the DNA  replication profile and minimise  the  risk of 
polar replication stall events associated with tRNA genes. 
4. Automation (Computer‐Aided‐Design): To eliminate human error, computer scripts 
should be used  to assign  tRNA genes  to orthogonal  flanking  sequences  from  the 
yeasts Ashbya gossypii (A. gossypii) and Eremothecium cymbalariae (E. cymbalariae). 
5. Standardisation/Modularity:  The  neochromosome  should  consist  of  modular 
components  based  on  a  standardised  design,  allowing  future  alterations  to  the 















To  ensure  that  the  neochromosome  performs  its  necessary  function  as  part  of  this 







2. The  neochromosome  should  consist  of  orthogonal  sequences where  possible. 


















specifications  and  ultimately  form  a  coherent  and  detailed  design.  Unless  where 
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otherwise  specified  in  this  chapter  and  described  in  the  above  list,  the work  in  this 














Orthogonality  is  a  concept  used  in  synthetic  biology  to  independently  separate  the 
operation of a non‐native system  from  the cell’s own native machinery  (An and Chin, 
2009).  The  principle  of  orthogonality  was  one  of  the  fundamental  features  of  the 
neochromosome as it was important to reduce instances of homologous recombination 
with the host genome. If genetic sequences had been duplicated from the genome of S. 
cerevisiae  to  be  used  on  the  neochromosome,  the  risk  of  reincorporation  or 
rearrangement  due  to  homologous  recombination  would  significantly  increase. 














Origins  of  replication  (Autonomously 
Replicating Sequences; ARS elements) 
Candida glabrata (C. glabrata) 






A  hierarchy  of  abstraction  is  an  engineering  attribute  commonly  used  to  manage 
complexity and define the information boundaries of complex systems (Heinemann and 
Panke,  2006).  A  central  feature  of  the  neochromosome  was  a  defined  structural 
hierarchy, which was designed to consist of components of increasing size, from the small 
(tRNA  cassettes),  medium  (tRNA  arrays)  to  the  large  (higher‐order  structure).  This 
structural hierarchy was intended to rationalise the complexity of the neochromosome 
from a design perspective,  form a basis  for  its modular  structure and assist with  the 








lines  show  that each component  is part of a  larger  structure.  In  the above  figure,  ‘N’ 










The  smallest  level  of  structural  hierarchy  represents  the  individual  ~680  bp  tRNA 
cassettes, each designed  to  individually house each of  the 275  tRNA genes  recovered 
from the S. cerevisiae genome. To maintain the  functionality of each tRNA gene, each 




Surrounding  each  tRNA  gene  are  5’  and  3’  flanking  sequences.  A  500  bp  5’  flanking 










flanking  sequences  of  tRNA  genes  in  S.  cerevisiae  contain  numerous  transposable 
elements  which  preferentially  associate  with  tRNA  genes  and  generate  highly‐







A. gossypii  is a  filamentous  fungus originally  isolated as a  cotton pathogen, and now 
commonly used in industry as an overproducer of vitamin B2 which protects its spores 
against ultraviolet  light  (Stahmann et al., 2000). The reason this species was originally 
selected  for  the  recovery of  tRNA  flanking  sequences  is due  to  its exceptionally close 








yeast  species,  E.  cymbalariae, was  identified  due  to  its  close  genetic  similarity  to A. 
gossypii: 97% of all protein‐coding genes in E. cymbalariae share a homologue with that 
of A. gossypii (Wendland and Walther, 2011). This species contains 143 tRNA genes and 
was  identified  to  produce  flanking  sequences  for  the  remaining  tRNA  genes  in  S. 
cerevisiae.  Finally,  rox  recombination  sites  were  designed  to  be  incorporated  both 
upstream  and  downstream  of  each  3’  and  5’  flanking  sequence,  respectively,  for 
























To  increase  the  turn‐around  times  for  DNA  synthesis,  tRNA  arrays  were  manually 
designed to be split into sections less than 10 kb. Each section was designed to contain a 
central 100 bp overlapping region, so that each tRNA array piece may later be seamlessly 
combined  (see  Chapter  4).  These  tRNA  arrays,  once  introduced  into  pRS413  shuttle 
vectors, were intended to act as a resource for the Sc2.0 consortium to complement the 





































centromere  region would  function  in  S.  cerevisiae,  the  centromere  and  surrounding 
elements  of  pRS413  (the  ‘LEU2  inchworm  vector’)  were  identified  to  form  the 
neochromosome backbone due to  its characterised high mitotic stability (Hieter et al., 
1985, Murray and Szostak, 1983). The additional presence of an origin of replication next 










Introducing a sole DNA sequence of ~190 kb DNA  in  length  into a yeast cell would not 
result in successful replication without the presence of replication origins. Although the 
centromere sequence on the neochromosome contains a single origin of replication, this 
was  considered  insufficient  to  replicate  the  full neochromosome  sequence without  a 
significant delay. Orthogonal ARS elements (kindly supplied by Prof. Conrad Nieduszynski 
(University of Oxford, UK) were recovered from the genome sequence file of C. glabrata, 







genome  sequences  of  Saccharomyces  paradoxus,  Saccharomyces  uvarum, 


























275), Ter  cassettes are  indicated by  red blocks  (n = 4) and origins of  replication  (ARS 
elements)  are  indicated by  green  arrows  (n  = 3, with  the  fourth  associated with  the 


















inter‐origin  distance  to minimise  replication  stress.  These  dual‐block  Ter  sites  were 
designed  to  terminate  the  replication  fork  in both directions  at defined  regions,  and 
emulate their protective role in the rDNA locus by ensuring the replication fork faces the 
















with  the  centromere  and  replicates  segment 1  and  segment 8, ARS2  is  chrF‐444  and 
replicates segment 2 and 3, ARS3 is chrL‐615 and replicates segment 4 and 5 and ARS4 is 
chrM‐794  and  replicates  segment  6  and  7.  tRNA  genes  are  specifically  designed  to 
orientate away from the leading edge of the replication fork to minimise polar replication 






Process  automation  and  computer‐aided  design  are  commonly  used  tools  in 
engineering. A  series of programming  scripts were used  to  automate  the process of 
assigning  tRNA genes  to  flanking sequences and generate each  tRNA array sequence. 
This  approach  has  several  advantages  compared  to  manually  designing  the 







elements  that were  concatenated  to  form  tRNA  cassettes  and,  subsequently,  tRNA 























It  should  be  noted  that  the  Chr6  tRNA  array  was  manually  designed  prior  to  the 
development of programming  scripts, but was used as a starting point  for  the above 
design specifications. Except for shorter 20 bp 3’ flanking sequences, no discrepancies in 






Isaac  Luo  and  Dr.  Patrick  Cai  (Edinburgh,  UK) were  also  largely  responsible  for  the 
development  of  the  algorithm  used  to  assign  S.  cerevisiae  tRNA  genes  to  flanking 





5’  flanking  sequences were  recovered  from Genbank  files downloaded  from  the NCBI 
genome database (accession numbers are found in Appendix III), with metadata exported 
to  comma  separated  value  (.CSV)  files  using  programming  scripts.  All  tRNA  gene 
anticodons were determined (i.e. independently verified) by ‘calling’ a program compiled 
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corresponds  to  the  fourth  tRNA  gene  on  the  6th  chromosome  of  Ashbya  gossypii. 











‘ATG’  start  codon  to  the  ‘AAG’  lysine  codon  (Figure  3.6A).  Embedded  genes  were 















In  rare  incidences, A. gossypii and E.  cymbalariae  tRNA genes  in  close proximity, but 
facing  opposite  orientations, were  found  to  share  a  portion  of  the  same  5’  flanking 
sequence (Figure 3.6C). To prevent homology when selecting each flanking sequences, 













include  the  required 500 bp  (Figure 3.6D).  If  a  second  solo  LTR was observed  in  the 







flanking  sequences  had  five‐or‐more  thymidine  residues  located  within  40  bp.  The 
remaining  tRNA  genes  were  found  to  be  either  co‐transcribed  or,  alternatively, 
misannotated  in  terms  of  orientation  based  on  the  presence  of  the  poly‐T  residue 
appearing on the reverse complement strand (Figure 3.6E). These misannotated genes 




















presence of a poly‐thymidine residue  in the 5’  flanking sequence  (denoted by  the red 








was  designed  to  form  the  basis  of  assigning  tRNA  genes  to  their  respective  flanking 
sequences  (Figure  3.7).  The  algorithm was  designed  to  assign  the  tRNA  genes  of  S. 
cerevisiae  to  flanking  sequences  in  A.  gossypii  and  E.  cymbalariae,  in  that  order  of 















deisgn  of  the  above  algorithm.  The  first  stage  of  the  algorithm  identified  a  single 
anticodon  family  of  S.  cerevisiae  (S)  and  assigned  as many  A.  gossypii  (A)  flanking 

















and  gain  of  function  in  synthetic  yeast  strains.  The  de  novo  design  of  the  tRNA 
neochromosome  presented  an  opportunity  to  introduce  a  second  site‐specific 
recombinase system. To prevent cross‐interaction (and subsequent re‐incorporation with 











also be activated at  the same  time  (“Co‐SCRaMbLE”), so  that optimal  tRNA anticodon 
arrangement may  be  optimised  depending  on  the  arrangement  and  content  of  the 














These  include the  introns of tRNA genes. As described  in Chapter 1, the essentiality of 
introns in tRNA genes remains an open question. In S. cerevisiae, 21% of all tRNA genes 
have  introns, while only 4.3% of all genes contain  introns (283  introns  in approx. 6607 
genes). Therefore, tRNA genes (n = 275) account for 20.9% of the total number of introns, 
while  only  accounting  for  4.2%  of  the  total  number  of  genes  (approx.  6,607).  Their 
presence appears to have some significance.  
 
While  tRNA  introns  are  poorly  conserved  and  poorly  understood,  an  inherent  risk  is 









The  tRNA  neochromosome was  successfully  designed based  on  a  series  of  principles 
informed by engineering  concepts. These  included orthogonality, a defined  structural 
















Although  the process of matching  tRNA  genes  to orthogonal  flanking  sequences was 
automated, significant user  input was  required  to generate  the  final neochromosome 
sequence. Programming scripts reduce greatly the risk of human error when generating 
DNA sequences, although in turn introduce systemic risk caused by scripts not performing 
as  expected. When  developing  scripts  to  produce  tRNA  arrays,  ‘bugs’ manifested  as 

























includes  translating  the  in silico‐based sequence of  the neochromosome design  into a 
real‐world stretch of DNA. The Build‐a‐Genome (BAG) protocol may have been used to 
assemble shorter DNA fragments de novo. However, due to the large size (186 kb) of the 
tRNA  neochromosome,  the  BAG  protocol  would  have  been  exceptionally  time‐
consuming.  Synthetic  biologists  now  have  the  option  to  order  DNA  sequences  from 

















The  initial  section of  this  chapter describes  the experimental approach used  for each 
stage  of  neochromosome  construction,  from  the  combining  of  split  tRNA  arrays, 
assembly of vectors used  to  facilitate neochromosome construction  to  the process of 
construction and verification itself. Instead of detailing the construction of every single 
component  associated with  the  neochromosome,  the  results  section  of  this  chapter 
includes a representative example of each stage of neochromosome assembly. A  flow 
chart of  the primary steps  involved  in neochromosome construction may be  found  in 
Figure 4.1. 
 
Figure  4.1:  Flow  chart  illustrating  the  primary  steps  involved  in  neochromosome 











and Chr16  tRNA arrays. A 100 bp overlapping  region, unique  to each tRNA array, was 
manually  incorporated  into  the  central  region  of  each  tRNA  array  to  facilitate  their 






4.3)  to provide an additional means of  selection  for  successful  construction  following 
Gibson Assembly or  in vivo homologous  recombination. These primers also contained 
flanking non‐internally cutting restriction sites to subsequently recover each tRNA array 
from  their backbone.  Following  recovery of each  tRNA  array part  through  restriction 
digest, the overlapping homology regions allowed each tRNA array part to be combined 
using  either  Gibson  Assembly  or  in  vivo  homologous  recombination  in  BY4741.  The 
different strategies used to combine split tRNA arrays is summarised in Table 4.1. 
 
In  instances where Gibson Assembly  failed  (such as  the  three‐piece 23 kb Chr7  tRNA 
array),  assembly  using  homologous  recombination  in  BY4741  was  observed  to  be 
successful in every instance. After each tRNA array displayed the correct restriction digest 
fingerprint  pattern  following  bacterial  miniprep,  junction  regions  of  assembly  were 













Figure  4.2:  Flowchart  summarising  the  primary  steps  involved  in  the  process  of 
combining split tRNA arrays. As described on step 3 on the above diagram, either Gibson 













100 bp overlapping  region  for  the Chr11  tRNA array  (orange box)  facilitated seamless 
assembly of the two tRNA array parts (5,136 bp and 5,201 bp, respectively), each of which 


























in  vivo  homologous  recombination,  was  developed  to  construct  the  tRNA 
neochromosome from its constituent tRNA arrays.  
 
This  construction  strategy  was  called  Inchworming  based  on  the  characteristic 
locomotion of  caterpillars of  the Geometer moth, although  it  should be noted  that a 
similar  terminology  exists  called  “Inchworm  Elongation”  that  was  used  for  genome 
construction of Synechocystis in Bacillus subtilis (Itaya et al., 2005). Fundamentally, the 
inchworming method  applied  in  vivo  homologous  recombination  in  S.  cerevisiae  to 
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auxotrophic  markers  mediated  by  the  presence  of  two  homology  arms.  The  first 
homologous region was the outermost (last) ~400 bp to ~600 bp DNA sequence of the 
tRNA array already present in the growing neochromosome. This region was designed to 
be dynamic, and alternate  following every round of  inchworming.  In Figure 4.4, these 
regions are indicated by the blue t6.1 arrow (representing the outermost tRNA cassette 
of  the  Chr6  tRNA  array)  and  the  purple  Ter  replication  termination  site.  The  second 




Following  transformation  of  the  ‘inchworm  fragment’  into  S.  cerevisiae,  these  two 
homologous regions were designed to recombine, facilitating the swapping of either the 
LEU2 or URA3 selective markers and the integration a new piece of DNA into the growing 
circular  neochromosome.  The  LEU2  and  URA3  selective markers may  be  repeatedly 
recycled, allowing the repeated integration of any new piece of DNA. Finally, the static 







Figure  4.4:  Schematic  overview  describing  the  first  two  rounds  of neochromosome 
construction using the inchworming method. The figure illustrates the first two rounds 








recombine,  facilitating  the  swapping  of  the  LEU2 marker with  the URA3 marker.  (B) 
Indicates the subsequent round of inchworming of the Chr4 tRNA array (18,160 bp). In 
this  instance,  the  purple  Ter  box  represents  the  543 bp  Ter1  replication  termination 
cassette and was used as one of the two homology arms. Following transformation, the 







Fundamental  to  the process of  inchworming were  two  “universal  inchworm  vectors” 
(Figure  4.5A)  designed  to  facilitate  the  process  of  neochromosome  construction.  To 
produce sufficient DNA quantity for the inchworming process, each vector was designed 
to  be  amplified  in  E.  coli  so  that  the  DNA  sequences  necessary  for  inchworming 
(‘inchworm  fragments’) may  simply  be  excised  from  their  backbone  using  restriction 
digest  prior  to  yeast  transformation.  Each  vector was  designed  to  house  the  genetic 







script  to  produce  a  500  bp  sequence  of  randomly‐generated DNA  (Figure  4.5B)  and 
subsequently  constructed  using  the  Build‐a‐Genome  protocol.  To  verify  a  lack  of 






















facilitate  neochromosome  construction  and  Perl  script  used  to  generate  the  UHR 
sequence.  (A)  Each  inchworm  vector  was  based  on  the  pRS413  shuttle  vector  and 
contained the genetic elements required for the  inchworming process. Each  inchworm 
















two 330 bp  to 650 bp  ‘bridge’  sequences designed  to act as  regions of homology  for 




4.6  summarises  the  primary  steps  involved  in  introducing  tRNA  arrays  into  their 
respective  inchworm  vectors.  Figure  4.7  provides  a  graphical  representation  of  this 




Figure  4.6:  Flowchart  summarising  the  primary  steps  involved  in  introducing  tRNA 




Each bridge  sequence was generated by PCR‐amplifying  the necessary  sequence with 















the LEU2 or URA3  inchworm vectors. The  figure describes  the general  strategy using 
either Gibson assembly or in vivo homologous recombination in yeast to introduce tRNA 
arrays  into  either  the  LEU2  or  URA3  inchworm  vectors,  facilitated  by  two  ‘bridge’ 
sequences. The white A and B boxes represent the homologous bridge sequences used 
for  each  round  of  inchworming  and  are  amplified  using  PCR with  ~40  bp  homology 
overhangs to both the tRNA array and the LEU2/URA3  inchworm vector. Scissors with 
dotted  lines  represent  restriction  enzyme  cut  sites.  Following  linearisation  of  the 
inchworm vector using the SmaI restriction enzyme, the presence of ~40 bp homology 
arms (blue boxes) on the inchworm bridge sequences (white A and B boxes) facilitated 
the  integration  of  tRNA  arrays  (orange  arrow)  using  a  combination  of  either Gibson 
Assembly or in vivo homologous recombination in BY4741. The presence of a FseI or NotI 





tRNA  array.  The  table  summarises  the  order  of  neochromosome  construction,  and 
provides ancillary information on each tRNA array including the assembly strategy used 
to introduce each into their respective inchworm vectors. ‘Order of inchworming’ in the 
table below  refers  to  the order of  integration used  to construct  the neochromosome, 
with the Chr6 tRNA array representing the start point of construction. ‘Size’ refers to the 
size of each tRNA array, ‘cutters’ refers to the flanking restriction sites used to retrieve 
each DNA  fragment  for each  round of  inchworming.  ‘Assembly  strategy’  refers  to  the 
approach used to introduce each tRNA array into their respective inchworm vector, and 








1  Chr6 6.49 LEU2 N/A  Ligation
2  Chr5 12.91 URA3 FseI  Gibson
3  Chr4 18.16 LEU2 NotI  Yeast
4  Chr3 6.46 URA3 FseI  Gibson
5  Chr2  8.41  LEU2  NotI  Gibson 
6  Chr1  2.63  URA3  NotI  Gibson 
7  Chr7  23.28  LEU2  NotI  Yeast 
8  Chr16  10.97  URA3  NotI  Gibson 
9  Chr9  6.46  LEU2  NotI  Yeast 
10  Chr8  7.13  URA3  NotI  Gibson 
11  Chr10  15.53  LEU2  FseI  Yeast 
12  Chr11  10.34  URA3  NotI  Gibson 
13  Chr13  13.56  LEU2  NotI  Yeast  
14  Chr12  13.63  URA3  NotI  Yeast 
15  Chr14 9.08 LEU2 NotI  Gibson






To  initiate construction of the neochromosome,  it was necessary to  include a suitable 
‘start point’ for neochromosome construction. The LEU2  inchworm vector, based on a 
pRS413 backbone, was selected due to the presence of a LEU2 marker, centromere and 













rounds of LEU2 and URA3 marker swapping  in yeast. Each  tRNA array and  sequences 
necessary  for  inchworming were  first  recovered  from  their backbone using  restriction 
digest using either NotI or FseI, gel purified, and transformed into yeast containing the 






anneal with  the 500 bp 5’ and 40 bp 3’  region of each  tRNA  cassette  to produce an 
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amplicon  of  approximately  400  bp  to  600  bp  (Figure  4.8).  After  each  round  of 





























Results demonstrating  the  construction of  the Chr11  tRNA array  from  its  constituent 
halves is shown in Figure 4.11 as a representative example of the strategy used for the 






































Reaction  Forward Primer Reverse Primer Expected Amplicon Size (bp)
pRS413‐1  YCp2786 YCp2582 2,100 
pRS413‐2  YCp2581  YCp2613  1,502 







later  pooled  together  to  maximise  the  quantity  of  DNA  recovered  following  gel 

























to  the  Chr11  tRNA  array).  (D)  Representative  diagram  following  Sanger  sequencing 




























gene  (AmpR)  indicated by a  teal arrow. All  restriction enzyme sites used  to verify  the 
above  constructs  (Figure  4.13B),  insert  inchworm  vectors  (SmaI)  and  recover  the 
inchworm fragments prior to inchworming (FseI/NotI) are indicated by black arrows (the 













Reverse Primer Template Expected Amplicon 
Size (bp) 
LEU2‐1  YCp2606  YCp2582  pRS413  2,064 
LEU2‐2  YCp2581  YCp2607  pRS413  2,986 
LEU2‐3  YCp1809  YCp2609 pRS415 1,666
LEU2‐4  YCp2608  YCp1807  UHR  556 
URA3‐1  YCp2610  YCp2582  pRS413  2,064 
URA3‐2  YCp2581  YCp2607  pRS413  3,007 
URA3‐3  YCp1813  YCp2611  pRS416  1,325 
URA3‐3  YCp2608  YCp1812  UHR  557 
 
 
Figure  4.13: Verification of  the  LEU2  and URA3  inchworm  vectors  following Gibson 






Figure  4.13  (continued)  (A)  Finishing  PCR  (F‐PCR)  product  displaying  successful 





and  2  are  that  of  the  LEU2  and URA3  inchworm  vectors,  respectively.  The  expected 
restriction digest fragment sizes for the LEU2 inchworm vector are 3,972 bp, 1,066 bp, 
954 bp, 726 bp and 394 bp, the expected restriction digest fragment sizes for the URA3 
inchworm  vector  are  3544  bp,  1,825  bp,  835  bp  and  564  bp.  The  location  of  each 
restriction enzyme  cut  site  is  illustrated on Figure 4.12  (C) Sanger  sequencing of  two 
isolates housing the LEU2 inchworm vector (upper image) and the URA3 inchworm vector 
(lower  image) using M13 primers.  Sanger  sequencing  runs  are  shown  as  red  arrows. 










recovering each  from an agarose gel using gel purification. The  two  inchworm bridge 





As Gibson Assembly  failed  to produce  the  expected  construct,  the Chr10  tRNA  array 
inchworm  vector was  instead  assembled  using  in  vivo  homologous  recombination  in 
BY4741.  The  tRNA  array  and  LEU2  inchworm  vector  were  combined  in  equimolar 
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quantities, with  the  two  inchworm  bridge  sequences  added  in  excess  prior  to  yeast 
transformation.  Individual  yeast  colonies  were  carefully  picked  and  tested  for  the 
presence of  the Chr10  tRNA array using colony PCR  screening  for  the SC.t10.07  tRNA 














above  vector  (23,750  bp)  contains  the  Chr10  tRNA  array  and  the  genetic  elements 
required  for  the  inchworming  process.  The  LEU2  and  HIS3  auxotrophic markers  are 























Left  YCp3741  YCp3742  TER Cassette 3  577 






Figure  4.15: Representative  results  describing  the process of  introducing  the  Chr10 
tRNA array into the LEU2 inchworm vector. The figure shows the individual steps used 
to  successfully  introduce  the  15,540  bp  Chr10  tRNA  array  into  the  7,112  bp  LEU2 
inchworm vector using  in vivo homologous recombination  in yeast. PCR reactions and 
restriction digests  in  (A),  (B)  and  (C) were undertaken  as  replicates  and  later pooled 





inchworm  vector using  the  SmaI  restriction enzyme  (n = 4).  The  expected  restriction 
digest fragment size is 7,112 bp. (C) PCR amplification of bridge sequences containing 40 








used and may be  found  in Appendix VI.  (E) Restriction digest verification of plasmids 
extracted from yeast isolates, transformed into E. coli and subjected to miniprep (n = 4). 
Plasmid  DNA  was  digested  using  the  SpeI  restriction  enzyme  to  produce  expected 
fragment sizes of 13,917 bp, 7,319 bp, 1,896 bp, 557 bp and 61 bp. The coordinates for 
each  restriction enzyme  cut  site  are  located on  the plasmid map  in  Figure 4.14.  The 
predicted gel pattern and fragment sizes of the 2‐log  ladder  is shown on the right. (F) 






The  integration of  the Chr15  tRNA array  (the  final round of  inchworming)  is shown  in 
Figure 4.18 as a representative example of the inchworming process used to construct 








figure  illustrates  the process of  introducing  the 12,903 bp Chr15  tRNA array  into  the 
176,162 bp tRNA neochromosome adjacent to the Chr14 tRNA array, mediated by two 
homology arms and  the  replacement of  the LEU2 marker with  the URA3 marker. The 




(not  shown  to  scale).  The NotI  restriction  sites  used  to  recover  the Chr15  inchworm 
sequence (15,840 bp) are  indicated by scissors and black dotted  lines.  In this  instance, 
the blue 656 bp ‘t14.14’ is the last tRNA cassette of the Chr14 tRNA array and the orange 
644  bp  ‘t15.01’  is  the  first  tRNA  array  of  the  Chr15  tRNA  array.  These  homologous 















one.  To  induce  loss  of  the  unwanted  secondary marker  (in  this  case  LEU2),  it  was 
necessary to re‐streak isolates for single colonies followed by replica plating onto SC‐His, 
SC‐Leu and SC‐Ura to identify isolates with the correct phenotype. Figure 4.18D displays 








tested  positive  for  the  presence  of  the  Chr7  and  Chr12  tRNA  arrays,  indicating  a 
significant  loss of neochromosome DNA  in  the majority of  isolates  tested. To  further 


























(A)  Primers  used  to  amplify  across  the  inchworming  junction  region.  YCp4177  was 
designed  to  anneal  to  the  left  junction  on  the  tRNA  neochromosome  sequence  and 






















Chr7  SC.t07.17  YCp2968  YCp2969 499 
Chr12  SC.t12.16  YCp2939  YCp2940  485 
Chr6  SC.t06.01  YCp469  YCp471  515 
Chr2  SC.t02.08  YCp3114  YCp3115  480 
Chr16  SC.t16.12  YCp3479 YCp3480 447 
Chr10  SC.t10.07  YCp2937  YCp2938  489 
Chr13  SC.t13.09  YCp3722  YCp3723  554 










Figure  4.18:  Representative  results  describing  the  final  round  of  neochromosome 
construction in BY4741. The figure describes the individual steps used to introduce the 




URA3  marker  from  its  growth  vector  (n  =  4).  Restriction  digests  with  NotI  were 































Primers were designed  to  anneal with  the 5’  and 3’  flanking  sequence of each  tRNA 
cassette, with the presence of a corresponding band on an agarose gel confirming the 
presence of each tRNA gene. The neochromosome was constructed independently in two 
strain backgrounds: Figure 4.19 displays  the  results of a  representative PCR  tag assay 





The  results  show  that  PCR  tags  are  a  reliable method  of  detecting  the  presence  of 
individual tRNA cassettes. The non‐specific primer annealing and amplification observed 
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Figure  4.20:  Negative  control  of  the  PCR  tags  used  to  verify  neochromosome 
construction. The above PCR reactions were performed using the PCR tag primer pairs 
on a BY4741 strain housing an empty plasmid (pRS413; n = 1). Red arrows indicate primer 
pairs  that  produce more  significant  non‐specific  amplification. Well  H2  is  a  positive 
control  designed  to  amplify  AmpR  on  pRS413.  Each  well  on  the  above  three  gels 
correspond  to PCR  reactions performed  for  individual  tRNA cassettes –  the  full  list of 
primers used may be found in Appendix III, Table II. A representative 2‐log ladder with 















time  required  for DNA  synthesis  from external vendors. These  tRNA array parts were 









both  current  and  future  versions  of  the  neochromosome.  These  inchworm  vectors 






avoided when  introducing  tRNA  arrays  into  inchworm  vectors  (Section  4.2.4).  This  is 
because of the tendency of commercial restriction enzymes to cut internally into tRNA 
array sequences: of the few restriction enzymes available, only combinations of NotI and 
FseI  avoided  this  issue.  Gibson  Assembly  and  in  vivo  homologous  recombination  in 














number  greater  than  one.  For  example,  if  a  URA3‐based  inchworm  fragment  was 
transformed  into a  cell  containing multiple neochromosome  copies housing  the  LEU2 
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1. Colony  PCR  using  primers  designed  to  amplify  across  the  junction  of  each 
homologous region were performed to verify integration of each tRNA array.  
2. Isolates were re‐streaked onto selective media to  induce  loss of the unwanted 
secondary  selective marker and  to produce  single  colonies. These plates were 
then replica‐plated onto SC‐His, SC‐Ura and SC‐Leu (see Figure 4.21). 
3. Single  colonies  displaying  the  correct  phenotype were  subjected  to  an  initial 
round of colony PCR screening using primers designed  to amplify one or more 
tRNA cassettes. 
4. A  further  round  of  screening  using  primer  pairs  designed  to  amplify  tRNA 
cassettes  on  the  Chr6,  Chr2,  Chr16,  Chr10,  Chr13  and  Chr14  tRNA  arrays  (or 






growing  neochromosome. Although  time  consuming  and  inefficient  during  the  latter 








This  chapter  describes  the  experimental  work  performed  to  characterise  the  tRNA 
neochromosome. This work is largely split into two primary themes: characterisation of 
individual  functional  components  and  physical manipulation  of  the  neochromosome 
structure. 
 
The  former  theme  is of  importance  in  determining whether  genetic  elements of  the 
neochromosome  functioned  as  expected.  This  work  included  characterisation  of 
elements associated with neochromosome replication (ARS elements and Ter sites) and 
three, single‐copy tRNA genes (SUP61, TRT2 and TRR4). The latter included work on the 
physical manipulation of  the neochromosome  structure,  including direct  visualisation 
using pulsed‐field gel electrophoresis (PFGE) and chemical extraction and transfer of the 
neochromosome  from  one  cell  to  another.  These  elements  of  characterisation were 
required  to  verify  the  presence  of  the  neochromosome  as  a  physical,  intact  object. 






A  series  of  orthogonal  origins  of  replication  and  replication  termination  sites  were 
incorporated  to  define  the  profile  of  DNA  replication  associated  with  the  tRNA 
neochromosome. This section describes the characterisation of these elements. It should 









The  neochromosome  is  designed  to  house  four  origins  of  replication  (three  from  C. 
glabrata and one adjacent to the centromere). A simple plasmid replication assay was 
performed  to  test  functionality of origins  from C. glabrata by  sub‐cloning each  into a 



































with  EcoRV.  Following Gibson  Assembly,  each  cassette was  verified  using  restriction 
digest DNA fingerprinting and Sanger sequencing. Each cassette was then transformed 










used  for  the  replication  termination assay. The above plasmid maps are  intended  to 
illustrate  the  general  design  used  for  the  other  constructs  used  in  the  replication 
termination assay. The Ter1 double termination cassette (7,237 bp) is shown on the top 
and the Ter1 single termination cassette control (6,694 bp) is shown on the bottom. The 
replication  termination  cassettes  (orange  boxes)  are  located  between  the  two M13 







5.2.2.1. Replication  Origins  from  C.  glabrata  Support  Plasmid  Replication  in  S. 
cerevisiae 
 

































replication  termination  cassettes,  and  demonstrate  the  functionality  of  the  Ter1 
termination cassette. Each of the above plates house  isolates that were replica‐plated 
following  transformation  with  each  replication  termination  cassette.  Strains  were 
transformed as singlicate (n = 1). The Ter1 (A) and Ter2 (B) double termination cassettes 
are  shown as  representative examples  for  the other  termination cassettes. The URA3 
inchworm vector (C) is shown as a positive control. In all cases, plates on the left are SC‐














A  Ter1 double termination cassette  153  133  15.0 
B  Ter2 double termination cassette 96 69 28.1
  Ter3 double termination cassette 133 107 19.6








The  tRNA neochromosome  incorporates orthogonal elements  for a defined profile of 
DNA  replication.  Prior  to more  in‐depth  characterisation methods  are  performed  in 

















The  synthetic  yeast  genome  will  eventually  have  all  275  tRNA  genes  removed  and 
relocated onto a tRNA neochromosome. However, it is unclear what systematic effects 
this may have on cellular processes due  to  the presence of non‐S. cerevisiae  flanking 
sequences  and  the  extra‐genomic  context  of  tRNA  expression.  To  assay  tRNA 
functionality on  an  individual  level,  three,  single‐copy  tRNA  genes were  investigated: 








individual  synthetic SUP61, TRT2 and TRR4  tRNA  cassettes were  constructed de novo 
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using  the  Build‐A‐Genome  protocol  and  verified  with  Sanger  sequencing.  Following 
ligation  into a specialised vector  (pPC047;  illustrated  in Figure 5.4) containing a URA3 
marker  and  homology  arms  specific  to  the HO  locus  of  BY4741,  each  construct was 
excised from its backbone and integrated into the HO locus of BY4741 (∆sup61 + [pRS415‐







map)  flank  a Red  Fluorescent Protein  (RFP) gene, providing  a means  to  ligate  a DNA 
sequence  into  the above  construct. The presence of SacI and  SalI  restriction  sites on 























Northern  blot  is  a  highly  sensitive  and  quantitative  method  to  characterise  tRNA 
expression. However, mature tRNA molecules are highly abundant (Wei, 2013), and so 





















The  results  show  no  observable  difference  in  colony  size  or morphology  for  strains 







essential  tRNA  gene  and  colony  PCR  used  to  verify  successful  knock‐outs.  The  figure 
demonstrates  that synthetic single‐copy  tRNA genes can complement  the absence of each 
wild‐type copy  in BY4741 with no observable effect on colony  size.  (A) Serial dilution and 
spotting of each strain onto SC‐Ura. A and B are biological replicates (n = 2) of each strain. The 















































were  investigated on an  individual  level. Wild‐type copies of each gene were removed 
from  the  genome  so  that  synthetic  counterparts  were  required  to  maintain  tRNA 
function. The results revealed no observable defect in terms of colony size (Figure 5.6), 
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demonstrating  that  each  synthetic  tRNA  gene  is  individually  sufficient  to  maintain 
viability.  
 








blot  (Figure  5.7A),  presumably  due  to  an  accumulation  of  its  precursor  form.  The 


















The  synthetic copy of SUP61  lacks an  intron  that  is present  in  the wild‐type  copy. To 
eliminate  the  possibility  of  any  intron‐related  effects  on  tRNA  processing,  the  fourth 
variant  was  a  wild‐type  copy  lacking  an  intron  (Figure  5.8D).  The  final  variant  was 






changes.  Each  SUP61  variant  was  introduced  into  the  pPC047  vector  for  HO  locus 
integration, verified using Sanger sequencing and integrated into the HO locus of BY4741 








Figure  5.8:  Schematic  representation  of  SUP61  variants  designed  to  elucidate  the 
source of the additional SUP61 band following Northern blot. A total of five versions of 















sequence. Each variant was  integrated  into the HO  locus of strains  lacking a wild‐type 
copy of each. Northern blots using the SUP61 probe were then performed on biological 
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wild‐type  3’  flanking  sequence  and  extra  bases  between  the  SUP61  gene  and  3’ 



































telomere  seed  sequences  (TeSS)  into  synthetic  circular  chromosomes.  This  section 
describes the introduction of this cassette into the tRNA neochromosome constructed in 












The  circular neochromosome was  constructed by  repeatedly  swapping  the  LEU2  and 
URA3  selective markers  (with  a  static HIS3 marker). As neochromosome  linearisation 
required a URA3 marker for  integration of the telomerator cassette, the URA3 marker 











the  neochromosome.  A  second  500  bp  UHR  region  (blue  box  on  the  right)  was 
incorporated into the final inchworm vector to flank the URA3 selective marker (orange 











designed  to  convert  circular  DNA  vectors  into  linear  chromosomes  with  functional 
telomeres.  This  cassette  contains  an  intron  inside  a  URA3  auxotrophic marker  –  all 
intervening  sequences  are  simply  spliced  away,  thus  preserving  URA3  functionality. 
Inside the intron lie telomere seed sequences (TeSS) flanking an 18 bp I‐SceI recognition 
site  that  form  the  core  of  the  telomerator  cassette.  Expressing  the  I‐SceI  homing 
endonuclease from a second episomal vector converts the circular structure into its linear 
form, releasing telomere seed sequences that are acted upon by telomerase to produce 























in  Figure  5.15  demonstrate  that  this  approach  was  successful).  Following 
neochromosome linearisation and verification (again using colony PCR), isolates housing 
the linearised neochromosome were subjected to pulsed‐field gel electrophoresis. A flow 







linearisation by  comparing  the number of  colonies  induced  in either 2% galactose or 
grown in 2% glucose. For part 7, successful cutting of the I‐SceI target site may be inferred 

















5.5.2.1. PFGE  of  Neochromosome  Constructed  in  BY4741  Reveals  Unexpected 
Increase in Size 
 
Linearisation  of  the  neochromosome  was  first  performed  in  the  BY4741  strain 
background due to the problematic URA3 remnant located in the HO locus of the triple‐












Pulsed‐field  gel  electrophoresis  on  strains  housing  a  linearised  neochromosome  at 
position  B  and  position  C  unexpectedly  revealed  a  complex  duplication  of  the 
neochromosome  structure, with  a  high  degree  of  inter‐colony  heterogeneity  (Figure 
5.15).  Two  biological  replicates  of  cassette  B  (lanes  2  and  6)  produced  a  band  at 
approximately  240  kb  (50  kb  larger  than  expected)  and  cassette  C  (lanes  4  and  7) 
produced bands at approximately 350 kb and 250 kb. The 350 kb band is notable for a 
near  doubling  in  size  of  the  neochromosome.  The  strain  housing  a  circular 
neochromosome does not appear on  the PFGE gel,  likely due  to the circular structure 
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becoming  topologically  trapped  in  the  agarose  fibres  –  it  is  known  that  circular 
chromosomes do not appear on PFGE gels (Hielm et al., 1998, Mortimer et al., 1990). 
 
Figure  5.14:  Yeast  colonies  on  SC‐His  +  5‐FOA  plates  following  neochromosome 
linearisation.  The  plates  above  are  intended  to  illustrate  the  efficiency  of 
neochromosome  linearisation  by  comparing  the  number  of  colonies  on  5‐FOA  from 
cultures induced in SC‐His + 2% galactose (left) and grown in SC‐His + 2% glucose (right). 
Colonies on the above plates are inferred to have lost their URA3 marker through either 


























replicate  isolates  (n = 2) of strains housing a neochromosome  linearised at position B 
(both display a ~240 kb band), lanes 4 and 7 are replicate isolates (n = 2) of strains housing 
a neochromosome  linearised at position C (displaying a band at ~350 kb and ~250 kb, 
respectively)  and  lane  5  is  a  wild‐type  control.  Circular  variants  of  the  tRNA 
neochromosome are not expected to be visible on the above gel image. 
 




significant  increase  in  size. However,  a  heterogeneity  in  size was  observed  between 
isolates (Figure 5.15) and no proof could be deduced from sequencing results that the 
observed  structural  variations  occurred  prior  to  linearisation  using  the  telomerator 









replicates  housing  the  neochromosome  at  position  B  and  position  C  produced 
approximate bands at ~240 kb and ~250 kb, respectively. However, linearisation of the 
neochromosome at position A  revealed  two  faint bands at ~160 kb and ~265 kb.  It  is 
possible these two bands are caused by a heterogeneity of neochromosome size in the 
  ‐ 156 ‐





















at position B,  lanes 5 and 6 are of the telomerator at position C (n = 2) and  lane 7  is a 
positive control (tRNA neochromosome constructed in the triple‐synthetic‐chromosome 
background  housing  the  telomerator  cassette  at  position  B).  Lanes  9,  10  and  11  are 
circular negative controls (n = 1) of the tRNA neochromosome housing the telomerator 
cassette at position A (lane 9), position B (lane 10) and position C (lane 11). Only lanes 1 






small  colonies when plated onto 5‐FOA,  compared  to  larger  colonies when  linearised 









Linearisation  using  the  telomerator  cassette  and  subsequent  visualisation  of  the 









The  neochromosome  was  constructed  in  two  independent  S.  cerevisiae  strain 
backgrounds: BY4741 and a strain housing a triple‐synthetic‐chromosome (SynIII, SynVI 







ura3  marker  containing  point  mutations  in  the  HO  locus  of  this  strain,  rendering 
integration  of  the  URA3‐based  telomerator  near‐impossible.  This  ura3  marker  was 
caused by an error during construction of SynIII  (Mitchell et al., 2017). For  successful 
integration  of  the  telomerator  cassette,  the  initial  part  of  this  section  describes  the 
chemical extraction, purification and transfer of the circular neochromosome into a new 


















an  increased volume of yeast culture,  increased pH for spheroplast  lysis followed by a 
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phenol:chloroform:isoamyl  extraction  and  isopropanol  precipitation.  RNA  is  then 
removed  from  the  DNA  with  RNase  A  followed  by  further  purification,  including 
exonuclease digestion, with the Large Construct Kit (Qiagen). Neochromosome DNA was 









increase  in  size  (Figure 5.15). To  integrate  the  telomerator  into  the neochromosome 




Figure  5.17A  shows  representative  yeast  plates  comparing  the  number  of  colonies 
obtained from lithium acetate transformation and spheroplast transformation of purified 
neochromosome  DNA.  Approximately  ten  times  as  many  colonies  were  observed 
following the spheroplast transformation method. All colonies produced from the lithium 
acetate method  tested negative  for  the presence of  the Chr7 and Chr12  tRNA arrays, 











Figure  5.17:  Representative  results  comparing  lithium  acetate  transformation with 
spheroplast  transformation using purified circular neochromosome DNA. The above 
figure  illustrates  the  efficiency of neochromosome  transformation by  comparing  the 
number of colonies  following  the  lithium acetate  transformation method and  that of 
spheroplast  transformation.  (A) The plate on  the  left  shows yeast  colonies on SC‐His 
following  transformation  using  the  lithium  acetate method.  The  plate  on  the  right 
displays  embed  yeast  colonies  in  SC‐His  (plus  sorbitol)  following  spheroplast 
transformation. A total of 10 colonies can be observed from LiOAc transformation and 
105  colonies  following  spheroplast  transformation.  (B) Representative  colony PCR  to 
verify the presence of the SC.t16.12 tRNA cassette on the Chr16 tRNA array on isolates 
recovered following spheroplast transformation (n = 12). The expected amplicon size is 




















Figure  5.18:  Diagram  indicating  the  three  sites  of  integration  for  the  telomerator 
cassette.  The  above  figure  is  intended  to  illustrate  the  locations  of  neochromosome 
linearisation described in Figure 5.19. The telomerator cassette was amplified using PCR 






























All  isolates  were  inoculated  into  SC‐His  (2%  glucose)  as  biological  triplicates  and 
















B, Cassette C  (red  line)  is  linearised  at position C, Circular  (green  line)  is  the  circular 












Although  the HO  locus may  have  simply  been  repaired,  the  chemical  extraction  and 
transfer  method  described  previously  not  only  circumvented  the  challenge  of 
telomerator  integration, but also demonstrated  that  the neochromosome  is  indeed a 




(Figure  5.17).  Purified  DNA  was  transformed  directly  into  BY4741  using  the  lithium 
acetate  transformation method but  transformation efficiency was  low and all  isolates 
tested  negative  for  the  presence of  an  intact  neochromosome.  The  large  size of  the 
neochromosome DNA, coupled with the ‘insult’ of using relatively toxic lithium acetate 
and DMSO, are known to be unsuitable for the transformation of chromosome‐size DNA 
fragments,  such  as  yeast  artificial  chromosomes  (Heale  et  al.,  1994).  Spheroplast 
transformation eliminates the presence of a cell wall that would otherwise act as a barrier 
to  large  DNA  fragments  of  between  100  kb  to  1 Mb  in  size  (Kawai  et  al.,  2010). 
Transformation  of  yeast  using  spheroplast  transformation was  observed  to  be  highly 










revealed  a  slow  growth  phenotype  compared  to  BY4741  +  pRS413  (Figure  5.20). No 
significant  differences  were  observed  for  linearised  neochromosome  isolates  or  the 
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Sequencing  results  revealed  that  the unexpected  increase  in neochromosome  size  in 

























Sequencing  of  the  linearised  neochromosome  constructed  in  the  triple‐synthetic‐
chromosome strain backround (Figure 5.19) was also performed following extraction and 
transfer  back  to  BY4741.  Sequencing  results  (Figure  5.22)  show  a  largely  intact 





inversion  between  the  Chr13,  Chr11  and  central  region  of  the  Chr10  tRNA  array. 
Sequencing results also reveal the small deletion of two tRNA cassettes – these include 




An  inversion was also unexpectedly observed  for the CEN/ARS region, although this  is 
unlikely to affect centromere function. A sequencing ‘spike’ was observed near the Chr1 




In  all  examples,  structural  variations were  observed  to  have  occurred  between  Rox 




























following  neochromosome  construction.  The  following  variations  occurred  for  the 
neochromosome  constructed  in  the  triple‐synthetic‐chromosome  strain  background. 




Position  Reference  Alteration  Type  Region Affected 
67220  T  C  SNV  ARS chrF‐444 
67342  T  TA INS ARS chrF‐444 
67481  T  G SNV ARS chrF‐444 
67482  A  C SNV ARS chrF‐444 
86206  TA  T DEL Rox recombination site
88684  C  A  SNV  SC.t05.04 5' flanking sequence 
99133  G  C  SNV  SfiI restriction site 
99742  G  C  SNV  SfiI restriction site 
101034  T  A  SNV  SfiI restriction site 
102290  T  A  SNV  SfiI restriction site 




Deep  sequencing  of  the  tRNA  neochromosome  revealed  structural  variations  in  the 
variants constructed  in both BY4741 and the triple‐synthetic chromosome. Due to the 
low  sequencing  read  depth  of  the  neochromosome  constructed  in  the  BY4741 
background, these results may be considered preliminary. However, they do provide an 
indication  of  the  structural  variations  following  PFGE  (Figure  5.15).  Although  the 



















variations  were  inferred  following  deep  sequencing  (Figure  5.22),  and  indicate  an 








elements  associated with neochromosome  function  and physical manipulation of  the 
tRNA neochromosome structure. The former, while limited in scope, demonstrates that 
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elements  of  the  neochromosome  do  function,  although  an  additional  band may  be 
observed  for  the  SUP61  tRNA  following  Northern  blot.  The  latter,  including 
neochromosome linearisation and chemical extraction and transfer, demonstrates that 




Elements  associated  with  neochromosome  replication  include  orthogonal  origins  of 
replication and  replication  termination  sites. Simple assays were used  to  characterise 
these elements, and revealed that they do function, although not in a strictly quantitative 





TRT2  and  TRR4)  can  support  viability  in  BY4741  in  the  absence  of  their  wild‐type 






neochromosome and  introduce  functional  telomeres. Subsequent PFGE of  the variant 
constructed in BY4741 revealed a significant increase in size. Although a non‐functional 
ura3  marker  was  identified  in  the  triple‐synthetic‐chromosome  variant  hindered 






A plate  reader growth assay  revealed  that  linearisation of  the  tRNA neochromosome 




Subsequent  deep  sequencing  revealed  that  both  versions  of  the  neochromosome 
constructed  in  BY4741  and  the  triple‐synthetic‐chromosome  contain  structural 
variations. Speculation on the source of these structural variations is outlined in Chapter 
6. Finally, it’s notable that construction of the tRNA neochromosome is largely seamless, 
with  few  nucleotide  variations  observed  following  deep  sequencing  (Table  5.2).  This 











The  tRNA  neochromosome  was  successfully  constructed  from  its  constituent  tRNA 
arrays, differing only  to  the original design by some structural variations. Overall,  this 
doctoral  study  applied new  approaches  to design,  construct  and  characterise  a  tRNA 





This project presented an opportunity  to design of one of  the  fundamental biological 
components of eukaryotic  life  ‐  indeed, every  feature of  the neochromosome may be 
defined down to the individual nucleobase. However, the flexibility incurred by designing 
such a large biological structure also presented a unique challenge due to its complexity. 
A  series of design principles based on engineering  concepts helped  to  rationalise  this 
complexity  and  improve  the  overall  design  process.  These  included  the  presence  of 
orthogonal DNA elements, a defined structural hierarchy, a control of replication and in‐
built modularity with  the  rox recombination system. The automation of  tRNA  flanking 





closely  related  to  S.  cerevisiae, were  incorporated  to  reduce  the  risk  of  homologous 




uvarum,  Saccharomyces  mikatae,  Saccharomyces  pastorianus  and  Saccharomyces 










ensure  transcriptional  termination  and  reduce  homology with  the  host  genome.  The 
presence of  flanking  rox  recombination  sites also presents a unique  system  to  future 
study  tRNA  biology  by  systematically  altering  tDNA  copy  number.  tRNA  genes were 
assigned to flanking sequences based on an algorithm that ultimately formed the basis of 









strategically  placing  origins  of  replication  and  termination  sites,  the  higher‐order 











sites  couldn’t  be  predicted  before  construction.  In  addition,  convergent  replication 
termination sites are yet to be fully tested in any eukaryotic system, and so a degree of 
risk was recognised by  their presence. Ter sites are also known  to be recombinogenic 
(Rothstein  et  al.,  2000),  and may  increase  neochromosome  instability.  Finally,  risk  is 
observed  in  the  systematic  removal  of  tRNA  introns,  although  the  question  of  their 
essentiality is by no means certain. 
 


















this  approach  could have been  applied  to  construct  the  tRNA neochromosome  ‐  the 
unstable nature of tRNA genes and high proportion of  false positives observed during 
construction  likely  render  this  strategy unfeasible.  The  inchworming method had  the 





wild‐type  cell has no  requirement  to maintain  the presence of all 275 unstable  tRNA 
cassettes.  However,  the  stepwise  manner  of  neochromosome  construction,  forced 
marker swapping and stringent screening process provided a reliable method to select 
for successful  integration and  the  full neochromosome sequence. On some occasions, 
DNA fragments contained an origin of replication and selective marker: the presence of 
the HIS3 marker  on  the  neochromosome  ensured  selection  against  re‐circularisation 
events.  
 









required  multiple  rounds  of  screening  with  colony  PCR  after  every  round  of 
transformation.  During  the  latter  rounds  of  construction,  a  significant  proportion  of 
isolates were  observed  to  have  lost  neochromosome  DNA,  and  so  the  efficiency  of 
successful integration decreased to as low as 4%. Additionally, PCR‐based methods are 
limited by their capacity to detect only the presence of DNA, and not its conformation. 





However,  it’s  unclear  if  any  other  DNA  assembly method  would  have  enabled  the 

















stronger  version. Dual‐block  replication  termination  cassettes were  also  observed  to 
function,  although  not  with  high  efficiency.  It  should  be  noted  that  this  assay  was 




on  the  genome,  presented  a  unique  challenge.  This  challenge  is  compounded  since 
synthetic  and wild‐type mature  tRNAs  can’t  be  distinguished  from  each  other. Only 
precursor  tRNA molecules,  based  on  the  presence  of  short  5’  leader  and  3’  trailer 
sequence,  are  capable  of  being  mapped  their  locus  on  either  the  genome  or 
neochromosome. 
 





of  colony  size was  observed,  demonstrating  that  the  synthetic  tRNA  genes  are  fully 
functional.  Finally,  SUP61  is  the  only  single‐copy,  essential,  tRNA  gene  containing  an 
intron: it is interesting to note that the loss of the intron in the synthetic variant produced 












from A.  gossypii was  responsible  for  the  additional  band.  This  result was  very much 
unexpected:  the  endonuclease,  RNase  P,  is  responsible  for  processing  the  5’  leader 
sequence of the pre‐tRNA molecule and recognises the T‐loop of the tRNA itself, prior to 







However,  results  following Northern  blot  contrast with  these  previous  findings.  It  is 

















neochromosome. There are  several potential  sources of  this growth defect,  including 
delayed replication of the neochromosome or a metabolic burden caused by a doubling 
of  the  number  of  tRNA  genes.  Additionally,  if  the  potential  tRNA  processing  defects 
observed for SUP61 were present at a global level, negative fitness effects would likely 
accumulate  as  the  neochromosome  increased  in  size.  However,  preliminary 
(unpublished) results  from global tRNA characterisation methods, described  in  further 










BY4741  strain  background  revealed  a  significant  increase  in  neochromosome  size. 
Subsequent preliminary sequencing results revealed a large, complex internal duplication 
and  heterogeneity  between  isolates.  This  complex  duplication may  be  unfeasible  to 
repair;  however,  it  might  be  possible  to  repair  the  comparatively  minor  structural 




The  remnant  ura3 marker  in  the HO  locus of  the  triple‐synthetic‐chromosome  strain 
background proved problematic  for  integration of  the  telomerator cassette. However, 
the chemical extraction and transfer of the neochromosome from the triple‐synthetic‐
chromosome  strain background  to BY4741 not only  circumvented  this  issue, but also 







this  version  of  the  neochromosome  produced  a  near‐correct  size  following  PFGE. 
However, sequencing shows that both linearised isolates contains structural variations, 
although not as significant as the massive duplication observed for the neochromosome 






~20  kb  and  ~42  kb  region  on  each  side.  To  generate  a  near‐perfect  sequence,  the 
neochromosome may be repaired in future. 
 




are  unlikely  to  be  coincidental.  Potential  sources  of  these  structural  variations  are 
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discussed  herein,  and  focus  on  the  hypothesis  that  the  circular  structure  of  the 
neochromosome  contributed  to  its  instability. This hypothesis  is based on  the known 
instability of ring chromosomes in eukaryotes (discussed in Section 1.5.2. in Chapter 1) 
and evidence suggesting the structural variations occurred before linearisation. In Figure 
5.22,  independent  isolates  housing  the  neochromosome  linearised  at  position  B  and 
position  C  both  contain  the  same  inversion  and  duplication.  Additionally,  in  vitro 





Although deep  sequencing  revealed  that  structural variations of  the neochromosome 
occurred between rox recombination sites, it is proposed that the increased frequency of 
DNA  breaks  associated  with  tRNA  gene  transcription  result  in  DNA  repair  through 
homologous  recombination. The broken DNA ends will essentially  seek homology  for 

















Both  scenarios  are  dependent  on  neochromosome  copy  number,  although  sister 
chromatid  exchange may  still  occur  in  the  presence  of  increased  copy  number.  The 





formation  of  a  dicentric  ring,  resulting  in  an  anaphase  bridge  and  an  uneven 
exchange of DNA during mitosis (Figure 6.1B). 
2. A double exchange of DNA between  two neochromosome pairs may  result  in 




















above  image, black dots denote  the  centromeres, yellow arrows  indicate  the  sites of 
sister chromatid exchange, green arrows the sites of chromosome breakage and dotted 







Figure  6.1  (Continued)  (A)  Normal  separation  will  lead  to  two  equal  circular 
chromosomes during mitosis. (B) In the event of a single sister chromatid exchange, two 
circular  chromosomes may  fuse  leading  to  the  formation  of  a  dicentric  ring  that  is 
subsequently torn apart during cell division. An uneven breakpoint may also lead to the 
formation of both a large and small circular neochromosome in the respective daughter 
cells.  (C)  A  dual  sister  chromatid  exchange may  lead  to  catenane  (interlocked  ring) 





may  recombine with  its pair. The above  image  indicates a  representative example of 
homologous  recombination  proximal  to  the  centromere,  producing  a  significant 







unknown,  and  further work  should  be  undertaken  to  identify  the  precise  source  of 
complex structural variations. It is unclear if the models above account for the inversion 
observed  in Figure 5.22, although  it should be noted that  inversions, duplications and 
deletions have been observed following ring chromosome repair of telomere‐proximal 
breaks in humans (Knijnenburg et al., 2007, Rossi et al., 2008). Additionally, PFGE results 
(Figures  5.15  and  5.19)  indicate  that  the  neochromosome  still  existed  as  a  circular 





be  performed  to  directly  visualise  neochromosome  behaviour  through  microscopy 
(Guilherme  et  al.,  2011,  Knijnenburg  et  al.,  2007).  To  verify  neochromosome  copy 
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number,  deep‐sequencing,  quantitative  PCR  or  Multiplex  Ligation‐Dependent  Probe 
Amplification (MLPA) may be performed (Knijnenburg et al., 2007). Finally, if the circular 





The  successful  construction of  the  tRNA neochromosome  in  S.  cerevisiae  (albeit with 
structural variations) has not only demonstrated the feasibility of the approaches used, 
but the remarkable capacity of yeast to support an additional chromosome housing 275 
unstable  tRNA genes. This project also demonstrated  the application of  the  recursive 
Design‐Build‐Test  cycle  and  the  development  of  new  approaches  to  construct 
chromosomes de novo.  
 
Overall,  the  tRNA neochromosome  is  a  critical  component of  the  Sc2.0  consortium  ‐ 
without a  functional  tRNA neochromosome,  the  synthetic  cell will not be  viable. The 
relocation of all 275 tRNA genes on a neochromosome should also, theoretically, result 
in  a  more  stable  synthetic  genome  structure  and  additionally  present  future 
opportunities to systematically study tRNA biology with the rox recombination system. 
 
































cross‐linking  and  analysis  of  cDNA)  and  tRNA  sequencing  will  be  performed.  These 
methods  allow  the mapping of nascent pre‐tRNAs based on  the  transient  trailer  and 
leader  sequences,  allowing  the  differentiation  of  neochromosome  tRNAs  from  the 





















the  Nieduszynski  group  (Oxford,  UK)  to  characterise  DNA  replication  with  deep‐
sequencing  (Muller  et  al.,  2014,  Hawkins  et  al.,  2013).  The  latter  is  important  to 
characterise replication origins and Ter sites of the neochromosome. 
 
tRNA genes may contribute  to  the general organisation of  the genome  in  the nuclear 
space. Research  suggests  that  tRNA  genes  cluster  in  the nucleolus  (Thompson  et  al., 
2003),  although  some  research  suggests  that  tRNA  genes  cluster  around  the  nuclear 
pores during M‐phase (Chen and Gartenberg, 2014) or,  in some  instances, around the 








the  centromere,  and  once  tagged  with  GFP,  microscopic  analysis  will  provide  an 
indication  of  neochromosome  segregation  behaviour  during mitosis.  Finally,  further 






Due  to  its  importance  as part of  the  Sc2.0  consortium,  the neochromosome may be 
revisited  and  improved  in  future  as  part  of  the Design‐Build‐Test  cycle. With  rapidly 
increasing capabilities in DNA synthesis technology and potential improvements to the 
inchworming  method,  a  new  version  or  versions  of  the  tRNA  neochromosome 
(neochromosome version 2.0) may be constructed based on lessons learned in this study. 
For  example,  characterising  DNA  replication  with  deep  sequencing  will  provide  an 














The  tRNA  neochromosome  is  an  important,  if  not  essential,  component  of  the 
international Sc2.0 consortium. It is hoped the findings in this doctoral study will enhance 
the  aims  of  the  Sc2.0  consortium  through  current  or  future  iterations  of  the 
neochromosome  and  enable  the  systematic  study  of  tRNA  genetics  with  the  rox 
recombination system. At the time of writing, this project  is  likely the first time a true 
designer eukaryotic neochromosome has been designed and constructed de novo. This 
project  has  also  presented  a  unique  opportunity  to  design  one  of  the  fundamental 
building  blocks  of  eukaryotic  life  in  detail  down  to  the  individual  nucleobase, 















































































































































































































































































































































































































































































































































































The work  undertaken  in  this  thesis will  form  the  body  of  a manuscript  currently  in 
preparation. Additionally,  this work was  presented  at  the  2016  5th Annual  Sc2.0  and 






































































Chromosome S. cerevisiae  A. gossypii  E. cymbalariae 
1  NC_001133.9  NC_005782.2  NC_016449.1 
2  NC_001134.8  NC_005783.5  NC_016450.1 
3  NC_001135.5  NC_005784.3  NC_016451.1 
4  NC_001136.10 NC_005785.6 NC_016452.1 
5  NC_001137.3 NC_005786.2 NC_016453.1 
6  NC_001138.5 NC_005787.5 NC_016454.1 
7  NC_001139.9  NC_005788.4  NC_016455.1 
8  NC_001140.6  ‐  NC_016456.1 
9  NC_001141.2  ‐  ‐ 
10  NC_001142.9  ‐  ‐ 
11  NC_001143.9  ‐  ‐ 
12  NC_001144.5  ‐  ‐ 
13  NC_001145.3  ‐  ‐ 
14  NC_001146.8  ‐  ‐ 
15  NC_001147.6  ‐  ‐ 










Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 1  A1  SC.t06.01  GTGATTGGACCGCTAGAGC CCATCTAAGGGTACCAAAAAATGG
Plate 1  A2  SC.t06.02  AGTGGTATCGATTCTTTCCTACTG gttaTGAAGGTACCACAAAAATAACG
Plate 1  A3  SC.t06.03  CATTACAGAAGCAATCTTTTGTAAGG aTTTACCATGTGATTCAAAAATGCG
Plate 1  A4  SC.t06.04  GCACACCCAAAAGACATTCG  CGTTTCGCCATGAAAAAAAAATCTC 
Plate 1  A5  SC.t06.05  AACTGGCTGCCTTATCTTGC TGGAGACAGACGAGACATAGG
Plate 1  A6  SC.t06.06  AGGATTTGGAGCCTTACATATTCG ATACCGCGAGCAAAAAGATG
Plate 1  A7  SC.t06.07  GCACAACTACTGGCGTACC aCCAGAGTATCCAAAAAATAACGTC
Plate 1  A8  SC.t06.08  ACGAGATCAGCAACTTTTTGAGT gttaTCATAAAAACATTAAAAATTTGGACG
Plate 1  A9  SC.t06.09  GTGCCTTTACAAATCAAATGACG  GGTTCGCTTACCAAAAAAAATCTCC 
Plate 1  A10  SC.t06.10  CTGTGACCGCGATAAAAACG GAAGCGTCGCATAAAAATTAAGC
Plate 1  A11  SC.t05.01  tctcgcttatgtcatcaagagag  gtgctcgcgtcaaaagc 
Plate 1  A12  SC.t05.02  gcaccgttatgcagtctctg gggtgatatagcggttgttac 
Plate 1  B1  SC.t05.03  taccgaacttcgcaagacc gtccagctccaaatacttatttccc
Plate 1  B2  SC.t05.04  agtatattactgcaatccatttggc cgaatgcacattgtgccc 
Plate 1  B3  SC.t05.05  tactcgtgtcgaagaccgc gggcagataaaaaatttcacgttc
Plate 1  B4  SC.t05.06  atcctccgtgtagagtagagg gcgattagttaaaaaggtgcgtag
Plate 1  B5  SC.t05.07  gattggttttgaccggatgg aatgtcaactagaaaaaatactccg
Plate 1  B6  SC.t05.08  gtgcttttgtacaagaccagc gtgatagcctcgttccagtg 
Plate 1  B7  SC.t05.09  atttgaagaacctcctcagcg cacgtgatcaaacggaaactaac
Plate 1  B8  SC.t05.10  atatgctccagcgggtatg gagtttcatctaaaaagaaacggc
Plate 1  B9  SC.t05.11  gactcctctgatacaatgcacc gcaaccattgcagttgaaatac 
Plate 1  B10  SC.t05.12  ctgcatggagtatccagaaaagg aagttatgccactgtctttccc 
Plate 1  B11  SC.t05.13  caagttgccagatttgaaagc aatacaaaaacagcaaaaaaatgcc
Plate 1  B12  SC.t05.14  tggagggtatggtttgtacg  tgaagaaatgcaaaaaagttaagcc 
Plate 1  C1  SC.t05.15  gggcatctccgaaattttcg acatgtctttagcggaaagc 
Plate 1  C2  SC.t05.16  ccatgtatatttgagagccacag tctaatcacgtttgtacccagg 
Plate 1  C3  SC.t05.17  ccgagctcaagatctggg acagatatataatggtgatactgcattc
Plate 1  C4  SC.t05.18  accgattttataatcactgtgtagc tgtaactaaactgccaagtcaaatag
Plate 1  C5  SC.t05.19  cgtacgtcatcatctttacgtcg caaaaatcgacaaaaggcgg 
Plate 1  C6  SC.t05.20  gtctctaagccgaacataaatagtc cgaagaactcaaaagatcagcc 
Plate 1  C7  SC.t04.01  gttagtctcgatagccacacag  cgggatcaccttctgtaacc 
Plate 1  C8  SC.t04.02  gctttttacatagacttcggcg aggtggaatacggtagaaaagg 
Plate 1  C9  SC.t04.03  ttaggtgactgaggcccac  gctgatgtgtccagagaaattg 
Plate 1  C10  SC.t04.04  cactaactagcctgtgtaccc ccttcgtgatttcaagcttgg 
Plate 1  C11  SC.t04.05  gccaattatttaaagttatacttgtcgagtc cgatgtatatacagattagactgaacagc






Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 1  D1  SC.t04.07  cttgtcgagtcataatacaaaaaagg  ttgctgataacaatacatcgaatcg 
Plate 1  D2  SC.t04.08  gcaaacaagctttgcatataatgc ctccggtagactttgtcatcc
Plate 1  D3  SC.t04.09  accgtctcctcaacaaaaattag tgctaaataaggacatcgatccc
Plate 1  D4  SC.t04.10  tcacgtgactccaattgcg gaaatgagctacttgagacgc
Plate 1  D5  SC.t04.11  gacaaaaagctgaaacaagaggg tcgatgttgcttgcaaaagg
Plate 1  D6  SC.t04.12  gtttcgaatcatgctcttccc acgtacggtagtgactacctac
Plate 1  D7  SC.t04.13  gcaattgtgtcttttggccc attgctgcccaaactttgg 
Plate 1  D8  SC.t04.14  tttggcttttgagctttgctc tgggttgtttcaaggttggg
Plate 1  D9  SC.t04.15  cggatataaatctttcctggggg aagcatgcttactcagagagag
Plate 1  D10  SC.t04.16  gtaattagcacaaaggctggc cgtcttgaaggacagtgcc
Plate 1  D11  SC.t04.17  gcaccaaaatgccagcaag ggcttccggattattctgagg
Plate 1  D12  SC.t04.18  ccatttctaccactgcaatatgc aacgatatcttggttagcagcc
Plate 1  E1  SC.t04.19  cgccaaaaaaatttcaaatcagaag gctatggatagatgctaccgg
Plate 1  E2  SC.t04.20  gagaaaaccagtgcaaaaaagaatc  ggttttccttcctgctcgg 
Plate 1  E3  SC.t04.21  tgaagatccctaacgctggg gcgatttcagcctttattccttg
Plate 1  E4  SC.t04.22  ccagaaagaaaaaggacaaaagcg aagggaattctctagacgtatgg
Plate 1  E5  SC.t04.23  ccttttgaagtaccaaaattacacg tacaatgatcttattcctgccac
Plate 1  E6  SC.t04.24  caaacgcgaagaccaaaaaag gatgttctagatctgtgccgg
Plate 1  E7  SC.t04.25  aataaaatatttagcaaaaaagatgcgg  gctatagtctagttggtttcagcc 
Plate 1  E8  SC.t04.26  taacaatgcatgtgtatgctgtgg tattatgccatgtctaccttgtagg
Plate 1  E9  SC.t04.27  gggtgtttgtttatcggctc  cttgttccccaggtagttcg 
Plate 1  E10  SC.t04.28  gaattgatattgcattggaactcc agtaaaataatgattccgcttcgtc
Plate 1  E11  ARS1  GCATTTGCGCACACTTTATAAATTC GCCAACATTAGATAATGATCTGGATG
Plate 1  E12  SC.t03.01  tcagaaagtttctgcaaaaaataactc gaagacctgtattggtaagtgc
Plate 1  F1  SC.t03.02  cgtgatccatgcaaaaaataatgg aagacatagagtaacatctacctgg
Plate 1  F2  SC.t03.03  aaaaaaaagccacaaagggc tggcgtagtattggattctcg
Plate 1  F3  SC.t03.04  ttgtcatacatagcacaggaaatg gttagtagccattgcactatggg
Plate 1  F4  SC.t03.05  acatgtcttccacagcacg  gtcttcatttaacgctgaatggg 
Plate 1  F5  SC.t03.06  tttaaagttagtgcgctggcg gcacacagtagcttctgaaacc
Plate 1  F6  SC.t03.07  agacagcgagcggtttag tttgatctttacactgaacgcg
Plate 1  F7  SC.t03.08  tagctaaactgcaccggaaag  gtggttttttccacgtactcg 
Plate 1  F8  SC.t03.09  gcagaggaacaaaaagatgagc  gctgtgttttaagtgcagagc 
Plate 1  F9  SC.t03.10  ccaaaaagactgcatgaggc cttctaggtacggaacaagagg
Plate 1  F10  SC.t02.01  GCATTCTAATCTAGAAAAAAAAGTACTGAAG  AGGTATTGTCCATGCAGTACC 
Plate 1  F11  SC.t02.02  GTGACGTGAGCAAAAAATATGC GAGCTAGATCGCTCATTATTTTTGG
Plate 1  F12  SC.t02.03  ACCACCTCCAAAAAATATACGCC GCCCACTGTCAGGATTATTCC
Plate 1  G1  SC.t02.04  CGGATCGCCAATCACCTC TACTATACAAGCCAGCAGATTATGC
Plate 1  G2  SC.t02.05  CCTGAAACAGCATCAGATGC AGATACGCATTGCTCGTATCC
Plate 1  G3  SC.t02.06  CGTCGGTTAAACAATGACACG TTGACTCATTTATTACCTCAGAGGG
Plate 1  G4  SC.t02.07  ACTCAGTGCACCAAAACTGG CTCAAAGGACAAAACAACGGC
Plate 1  G5  SC.t02.08  GAAAGCAAAAACTTCAAAACATTGG GGAGCAAGGGTTATATAGAGCG
Plate 1  G6  SC.t02.09  CGATTTATGCTCACTTGCATCC GGATCGTAGGCGGCAATC
Plate 1  G7  SC.t02.10  GGAGATAATTAAGCAGAAAAAAAAAATTAAC
AC 
TCCACAAGCAAGGAAATCCG
Plate 1  G8  SC.t02.11  CGACAACCGTTTCAATAAATGTCAC GCTTCAGGTCAACAAAATAATCTTG
Plate 1  G9  SC.t02.12  TAAAACCCGTCACCTCCAAC CCCCATATTACAGACAAATACACC




Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 1  G11  SC.t01.01  cgcagactaaagatacgatagcc  ccaatgcaggttgaaaagttgg 
Plate 1  G12  SC.t01.02  gatagcatcaacaataaatgatttgc gcaaagcacttaacatctcagg 
Plate 2  H1   SC.t01.03  ggcaatcagatgacaaaaaatcatc agtatttcaaccagcttcacaag 
Plate 2  H2  SC.t01.04  cgtgaccatgtatacatggattcg tgatatcctccgagtccatgag 
Plate 2  H3  SC.t07.01  gctctgaaaaagttgacagtatagc cttccttggtaggtctactaattcc
Plate 2  H4  SC.t07.02  gttcccgcagaaatcaaaaaaatg acgaaaggcccatttttgattatg 
Plate 2  H5  SC.t07.03  ctagctttcaatgcaaaaagagaac tccactcttccaagctggac 
Plate 2  H6  SC.t07.04  gtttgctgagctaaaaacaaaaaag ttcaagggagaattgacaaatcg 
Plate 2  H7  SC.t07.05  aatcattagtaatcaaaacggaaatagg ggcatctatgctatgccatgtc 
Plate 2  H8  SC.t07.06  acgcccgcaaaaatattgg gcaccatcgttcgagatgg 
Plate 2  H9  SC.t07.07  acgagatcaaatgctgacgtg ctctaatttcagtgtttcctgcc 
Plate 2  H10  SC.t07.08  gcaacttcactctaatgagagagtg gggatgatccagttgcttgg 
Plate 2  H11  SC.t07.09  catgaaaattccaaaaaaacagtactcc gaagaaagaagaaagggtctaaacc
Plate 2  H12  SC.t07.10  tccaaaatgtcaaaaatcaaaaaaataaatg  cgtaggtaaagccgtgtttc 
Plate 2  A1  SC.t07.11  gatctgagatgttctattccagaac ccgtttaccgtagcttccg 
Plate 2  A2  SC.t07.12  tattcgttgtatggcaacaaaaaag ctaacattcttataatcgtctaacaactc
Plate 2  A3  SC.t07.13  gaagtacacgcagtcaaaaatattg cttccttgttgctcctaccg 
Plate 2  A4  SC.t07.14  tctaaaaattttcaacagcccagg gttcaacaacgttatgattgagacc
Plate 2  A5  SC.t07.15  acgcaccctagtaacaaaaaac  tccactatgtaaatattgcaaccag 
Plate 2  A6  SC.t07.16  gataaagccggcgaaatcc aggcattgtcgtctttccc 
Plate 2  A7  SC.t07.17  ctggtagacaagtaccaaaaaagg  cgctgatatcaagtctttgattgag 
Plate 2  A8  SC.t07.18  cctatataagtaggaaaatgaaaaaaaacgac tggttaatgtgatcggtgcc 
Plate 2  A9  SC.t07.19  agcagtgcaagaaaaaagtaagac gctgctcagaaaggaacgg 
Plate 2  A10  SC.t07.20  gtcgctgctggaaaaaatcag acgctattaaggatccacatcc 
Plate 2  A11  SC.t07.21  gtaaagcgtacaacaaaaaaattgg caaaataataaatattaatcaagataaagttaatagtgg
Plate 2  A12  SC.t07.22  agcataaatattcaatactacccgc gcgctcgaaatagcatctcc 
Plate 2  B1  SC.t07.23  agatctatgcacgggagcc accaacagtttgcaccgatg 
Plate 2  B2  SC.t07.24  agactggcttcaatcaaattagg  ttagttgattcaacatttcagcgg 
Plate 2  B3  SC.t07.25  agtgagctttctcattttcaatgag gcccgcggcagagag 
Plate 2  B4  SC.t07.26  cgggcgtatgctgaaaaaaac gctttagtttaggctcctcgc 
Plate 2  B5  SC.t07.27  ttcttccgcgggactcttag cgtgacagtaatgattgtccatacg
Plate 2  B6  SC.t07.28  tgcggcattctgaatctgc tgtcgctccattcttcacg 
Plate 2  B7  SC.t07.29  cgtgagtgatcatgatgggtac atgctcgaaaaggtttcacg 
Plate 2  B8  SC.t07.30  cttacctgagcagacttaatttgg acctggatctgcgcaatac 
Plate 2  B9  SC.t07.31  aacttttcacagacttagaagaagc cggactctttgatcgaagtatcc 
Plate 2  B10  SC.t07.32  ggcaatcctttttcaatggagc  gtggaaacaaatagaccaattttgg 
Plate 2  B11  SC.t07.33  taaagttagtgcaagcgatgcc ggttttcagagcttgctttacc 
Plate 2  B12  SC.t07.34  gctgaacgcgcaaaaaattaaatg gtggcaaagcattttgttgc 
Plate 2  C1  SC.t07.35  gcacttagctatatcggtttagttg ctatcactgttgtcaaccttgc 
Plate 2  C2  SC.t07.36  ggcgctatttatttacttttcttcg  ttcactcctattaaccagcttcac 
Plate 2  C3  ARS2  TTGGTCCACTGATAGTATCGC TGGCTGAGATCTCAACTAATCG
Plate 2  C4  SC.t16.01  gcattagtcgccacaccaag  gttaccatctatatggtatttttatatatatgattcaaaaag 
Plate 2  C5  SC.t16.02  ggtcgcgatcatcttcaaacc tgtgtcctcgttacatgttaaaaaatg
Plate 2  C6  SC.t16.03  atcttcatcctagtaatatcatccacc gttacaacatacatagaatacatacatagaatacag
Plate 2  C7  SC.t16.04  aactgcctacgtacaagaagc cgtaagtgcgaataaatagcctttc





Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 2  C9  SC.t16.06  ttagtactgtgtctcagcaactg  tctcgagaacttttcacgcc 
Plate 2  C10  SC.t16.07  cacgttacccacacaaaagaataac cattatctacgagcatctcagc
Plate 2  C11  SC.t16.08  tttcccaagacaaaccatttctacc gatgtatcttctaaaaacataaacgtcag
Plate 2  C12  SC.t16.09  agttttaggattatcaagttgtggc ccgtagtcatatgataatatgagttctc
Plate 2  D1  SC.t16.10  tcacttcaatcttcttcatcgaagg caaaaaccgcaggttcgag
Plate 2  D2  SC.t16.11  ggaggggactgttaaatactttcag catacaggggtattagtttcttcaac
Plate 2  D3  SC.t16.12  tcgagttgtactgtagaaattggc gtctgcgtagaggaaagatattctag
Plate 2  D4  SC.t16.13  caccattattcatcgaaataatgcc tgtaaaaaattggctattgttcacc
Plate 2  D5  SC.t16.14  tgcttcttagcttggttatccatg gcgtggaacgttatcaagg
Plate 2  D6  SC.t16.15  tgactctttatttgcttgttacgtc aaagttactagagaaacccgcc
Plate 2  D7  SC.t16.16  tttctacttctctatattgctagggtg ggagataagtaaaaaagagtgcgc
Plate 2  D8  SC.t16.17  taaatgccgctcttgagactc gaatgttacttttcgcaaacaactg
Plate 2  D9  SC.t09.01  ccaggcacatccatacatcc acaacgcaaaattgttctaactagg
Plate 2  D10  SC.t09.02  cgaaaccgcgaaagttatcg  tcgcacaagaagatcgagaag 
Plate 2  D11  SC.t09.03  ggcgccgcaaaaaaactc cgcagagtttccgaaacgg
Plate 2  D12  SC.t09.04  cccgggtagcatataaaaaaatgg gcacttgcagataagtgagctg
Plate 2  E1  SC.t09.05  cgcaacaataaaaataacgacacc aggggacgaaaatatgcacc
Plate 2  E2  SC.t09.06  acaaaactattcgctgaaaaaagcc cgtcatctgtaatgctttttcgag
Plate 2  E3  SC.t09.07  cttgagccaaaaaagctccg  ctttggttgcattcatgtatgagg 
Plate 2  E4  SC.t09.08  aactgctctcatgccaaagc gtctatggaagcgtgcttcg
Plate 2  E5  SC.t09.09  agcctcgggcaaaaaaaac  cctccttttcttgcaacacg 
Plate 2  E6  SC.t09.10  tgttagtgtgagaagtccaagc attcccgagctcacatattcc
Plate 2  E7  SC.t08.01  caaaaaaactgcaaaaggaaatgc gcacgtatttctccttcacacc
Plate 2  E8  SC.t08.02  aaccaaaagaacgcccttttaac atacttctaaagggcaattcaacgg
Plate 2  E9  SC.t08.03  agtttcaaaaaatatcacgtataaaatacttgc tatttggaaaacgtcaagtcgc
Plate 2  E10  SC.t08.04  gcactgttaaacaacaattcgttg aagtatgagatgaatcgaatatcgg
Plate 2  E11  SC.t08.05  accttttttatgtaattttatggaaaaattagg aaaaactcttacggtaacccag
Plate 2  E12  SC.t08.06  gccggtgggatcaaaaaattg  caggctttcctgtagcttcc 
Plate 2  F1  SC.t08.07  catttagttcggaaggggc cattaggctcttcgtttaagagc
Plate 2  F2  SC.t08.08  gttgggtggaaccaaaaaaagg gaaattgcgtcactgtcacc
Plate 2  F3  SC.t08.09  attcctactcgaaagccgc cgccgatcttagatttcaagg
Plate 2  F4  SC.t08.10  gcagacttttcatcgaacgc gcgattgacatcttcaccgg
Plate 2  F5  SC.t08.11  taacatgacatcacgtgacagtc ccagccctttgcgtactg 
Plate 2  F6  SC.t10.01  cacgtgactagttgacttgatacg gtcacgtggtgaaacaagtag
Plate 2  F7  SC.t10.02  aaggggaatggaaactagaacag aattgatcaggaaagaagaagagg
Plate 2  F8  SC.t10.03  agttagaatcgaaccagcgac  aagttagtttaaatgcagctggg 
Plate 2  F9  SC.t10.04  gctcatcgctagacgtaaatacc ataaccactgcagagtaaattggc
Plate 2  F10  SC.t10.05  acctcttaaaatattcgtaatagacagc aacgaattaaacctctctccatg
Plate 2  F11  SC.t10.06  cattgcaaagcgtctggag cgttgtttcgtacatctctgg
Plate 2  F12  SC.t10.07  tgaaaacgttatcatggcattaattc gtctttttgaaatagccacaatgc
Plate 2  G1  SC.t10.08  tacggttgtaactgttttgagactc  tccacacatcataatgtactacagg 
Plate 2  G2  SC.t10.09  caacagattttttcgaccagc tcagaagagtaagaattaacttcgc
Plate 2  G3  SC.t10.10  gttgtatgcaatgccttcgg  gtgctactgccaggagatac 
Plate 2  G4  SC.t10.11  gtcagcgcgatatttaaccg actgcgaactacgagcatg
Plate 2  G5  SC.t10.12  cgctcctgtccaaaaaatatgc  ccgatggataccatatccagg 





Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 2  G7  SC.t10.14  atcagaatttttcaacaatttccacg  gcctatacgtaaaccaagactcc 
Plate 2  G8  SC.t10.15  cagtcttcgagttggtctgg cttgctgaagatcaagcatgg
Plate 2  G9  SC.t10.16  agtacaactcaacgtgagctc cgccctcatgtgttctacc 
Plate 2  G10  SC.t10.17  ggaaatcgatccgaagtttgttattatc cgaatcgcagcaatagatttttg
Plate 2  G11  SC.t10.18  cgcagcagggaaaaaagtag cattcagtgtcccgttccac
Plate 2  G12  SC.t10.19  tttcatcgaagcgagggtg gtggtcgtacacattcttgtg
Plate 2  H1   SC.t10.20  aaaatgggcgaaattttaaatccg acttcgtaaacttgttgagaatcc
Plate 2  H2  SC.t10.21  ttgaaatgtttttggccactagac tagtatccaaaattcccagtgcag
Plate 2  H3  SC.t10.22  gcgcaaaaaagcaaaaacaac gcgtcgctactaaatgccag
Plate 2  H4  SC.t10.23  ggcaacattgtagaacaggaac gagaaaaagcagcggttagc
Plate 2  H5  SC.t10.24  caattatttaaagttactatgctttattatgactg gttaatatacgtcattgttctgcgc
Plate 2  H6  SC.t11.01  aaaaccgccaaaaataaagtgc cagtatatgctgactttacgatgg
Plate 2  H7  SC.t11.02  gcgatgtacatgtacaaaaaaaagg caggtgcggtaaacctatgg
Plate 2  H8  SC.t11.03  tagtgaccaagatattactatactgcaaaaag  tacagttccgatgattgtttcacc 
Plate 2  H9  SC.t11.04  ctcgagagaaaaattacaatagaactgg gatcatatctgatgcttttggtgg
Plate 2  H10  SC.t11.05  taacccattttcaaacccctgag cctatgtatttgacatcattcgagg
Plate 2  H11  SC.t11.06  gtcaggctgaaaaggaaaaaagaga gtttttcagctttgaagagggc
Plate 2  H12  SC.t11.07  cagtctaagctgcaaaaaaattgg cgtgtctataatttgcttgtagagg
Plate 3  A1  SC.t11.08  ggatgtggaagtttcaaacgg  gtcggatcgacagatttttgc 
Plate 3  A2  SC.t11.09  taaactagctgtgaaccatggtttg gcctccactatttccaatttgc
Plate 3  A3  SC.t11.10  gttagtttccgatttaacaagccc  acccaggagccaaaaaacc 
Plate 3  A4  SC.t11.11  ccgcgcgatactttagcc agtctcgcgagaaccagg
Plate 3  A5  SC.t11.12  gtaacattgttaacacaaaaaagaatactgg aagagttgtatgattaggatgaacg
Plate 3  A6  SC.t11.13  agttatcataaatcaagggaataagagc tcccaatatcaccagaatactaacg
Plate 3  A7  SC.t11.14  gttaatacttggatgttcacacaaatatc actcatagaaatactgcagagtcc
Plate 3  A8  SC.t11.15  tatttaaagttagcccgtgcacc caatgcgaggcaactaaacc
Plate 3  A9  SC.t11.16  aatttcggaggtttgtgtagg ttaaatcgaacccatccacg
Plate 3  A10  SC.t13.01  caatgcgaacattgaaatgtgag  gttagtcagaacaaggtgctgg 
Plate 3  A11  SC.t13.02  taaagttaaaagactggatttggcc tatatattacagcctgtcactgctc
Plate 3  A12  SC.t13.03  tttattcatcagcaccaggttgc cccaatggttaataccacctgtg
Plate 3  B1  SC.t13.04  aatcagatgcgggtcaaagtc tgggcctgttgataagttctg
Plate 3  B2  SC.t13.05  atcacaagaatgaaaaaagaacgac tgattcaaacttttgaaccctcc
Plate 3  B3  SC.t13.06  tctggctttagcatccctcc gggtttggttcaccaactcc
Plate 3  B4  SC.t13.07  aacgtccaattaatagtctgcacc cggcactgcaaatattttcgg
Plate 3  B5  SC.t13.08  atggaagttaacggcaaacataac gcgaaaatgtgtgtgaactgg
Plate 3  B6  SC.t13.09  cccagtttaatcatcatgttaaaatcac  gcagcatatttgcaaacttttgg 
Plate 3  B7  SC.t13.10  cctcaacatgtgatgctaaagg tgatttctagaatttgttgaactaaaaaagg
Plate 3  B8  SC.t13.11  accaaattaccaattttgtaggctag ttcatatctatgacgcatggtcatc
Plate 3  B9  SC.t13.12  cttctaataccacaaagccagc ataacttttgtgacctttactaggc
Plate 3  B10  SC.t13.13  attttacgtgtatgctatatatacacagc tggtatatgtcgactataatgtcatcg
Plate 3  B11  SC.t13.14  gtaaaaagaattcgaaaagtgaagcc  tctttactccaaatttgctagaagcc 
Plate 3  B12  SC.t13.15  gcctgtctttttccctctcc ggagcagaagaacaccaagc
Plate 3  C1  SC.t13.16  atagccaactgctctggc  ccaaataaatgccttgatctcgg 
Plate 3  C2  SC.t13.17  gacaagcccgaaaatgcc atccgaggtatgatacgtgact
Plate 3  C3  SC.t13.18  ggctgcggaaaaaataacactc gcttttttgtttccctgacgc
Plate 3  C4  SC.t13.19  atgtcaaaaagcagaaaactactgg gtattgatgtgatgtgaccgaatc




Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 3  C6  SC.t13.21  ccgtgtggcaaaaagtctc  ctggtctggcagttcaaatg 
Plate 3  C7  SC.t12.01  gatattcacctttcccgcgg cccgcatattatatatgcaaacccc
Plate 3  C8  SC.t12.02  gcgcaagcaaaaaataacgac ggatcatttgtccttgcagc
Plate 3  C9  SC.t12.03  caaatcgggtggtctattcaac gcatatttcttttcgccgtctc
Plate 3  C10  SC.t12.04  acacgtgatcacaatgtgtttg gccaactttgttccgtataaacc
Plate 3  C11  SC.t12.05  ccgtcattgaacttttgaaaattcg ccacaagtgtagatttctgaaggg
Plate 3  C12  SC.t12.06  gattgctccttcttagttgtaaaagag gttgaggaacttgtcgttcag
Plate 3  D1  SC.t12.07  cttggtctacagcgtgctg aaggaccactaggccagc
Plate 3  D2  SC.t12.08  atcttctaccttttagtgtggtcc gccaatcttgcattcctttgtg
Plate 3  D3  SC.t12.09  gaagacaaaagcttggcaaaaag gctagcttacgctttagttgag
Plate 3  D4  SC.t12.10  aaactacagtcaaactatatggacg gtggaaaggttctttttcatcattc
Plate 3  D5  SC.t12.11  tttaaagttatctgcaggcggg gaagctgtatctaagaagagtgagg
Plate 3  D6  SC.t12.12  gttagccgcaagtggagag gtgatttcctggccagacg
Plate 3  D7  SC.t12.13  tgcagacatgtggcaagag  ctgtcatccttgttggcgg 
Plate 3  D8  SC.t12.14  tatccggacactcaaatcaaacttc agcgactcatttgaaatgacctaag
Plate 3  D9  SC.t12.15  ccgtatgagatctaaacaaattgcg cagttggattacgaatcaacacg
Plate 3  D10  SC.t12.16  gtaaaaataaaaattatgtcagaatcctccg actctcagtgtttgtgtttatctgg
Plate 3  D11  SC.t12.17  ctaccagcgccaaaaagaag ccctgttgaatatctgtgtgtc
Plate 3  D12  SC.t12.18  gttagtaatcaaacggttatccatatgtg  ggctgttttttcttttctgtttgtg 
Plate 3  E1  SC.t12.19  ctttgccagaagaactgtaccc cagttctactgggaatctgtaagag
Plate 3  E2  SC.t12.20  gttgtcttaaagatacaaaaacgacc  cgacgctcttaattttcaatgg 
Plate 3  E3  SC.t12.21  tgtttatgcatcctgaatgcatg ccgtaattcaaagagaatgtaaatgg
Plate 3  E4  SC.t14.01  gccaggttcttcttgcaaac caacttgcttctttggtggc
Plate 3  E5  SC.t14.02  acattttgggtgccatttgg gcttctccgttttacgatttgtc
Plate 3  E6  SC.t14.03  actttaaacgaatttgaaaaatgaatttgc agggcactctacattttagaaagg
Plate 3  E7  SC.t14.04  tgtcattgttattttatgtcaaccgtg ctcataattactacgataaacagtgtgc
Plate 3  E8  SC.t14.05  aagttacccatggacttgtgc cggtctcatccatagctttgc
Plate 3  E9  SC.t14.06  accattgaactgtgtctgcc  cgatatgcaggtttcaagctc 
Plate 3  E10  SC.t14.07  ctgcatggacagatcgtcag aagaagattgtcttgtgtgcttg
Plate 3  E11  SC.t14.08  cttccgtgacattcggtctg cttgattgtgctctgttgagg
Plate 3  E12  SC.t14.09  cagggaaaagaaaaacaaagtgaac cgtcttgaacgttccgatataattg
Plate 3  F1  SC.t14.10  gcgatagaataatgtgctagtatgac tctaaaggatcagttccctctgg
Plate 3  F2  SC.t14.11  gacaaaaataagcacattggcctc aaatctgtagaacgacgacacc
Plate 3  F3  SC.t14.12  gcccgacaaaaagcttgaag ggcaaaacgtacttcatttcacc
Plate 3  F4  SC.t14.13  cccaaatgtcgatatgaaatgcc agtcgatcaagatgctaatcttcg
Plate 3  F5  SC.t14.14  agttacacgtgatatacgcgtg  agcacccactacctataaccg 
Plate 3  F6  SC.t15.01  cccaaattacggcataaatgaaacc agctagcttgggtctccttatatac
Plate 3  F7  SC.t15.02  gttgtgtaaattgggaagtgttgc ctcttcaacgacgcacttaag
Plate 3  F8  SC.t15.03  ctacatatacataccctcctgcc atgtaatacgtcatgttagagcgg
Plate 3  F9  SC.t15.04  ccgggaattgtaaaaagatattccg gccaattactacgattacttatcgg
Plate 3  F10  SC.t15.05  taaagttattcagcactcgcacc  tgattaagctctaagtgttgcgg 
Plate 3  F11  SC.t15.06  atatccagaaacctcttccaaaaagag taggtggtcttacttatcatactcaatg
Plate 3  F12  SC.t15.07  tgcaacagaaaataaaaaggaatctcc  ttctccttggtctgaagagcc 
Plate 3  G1  SC.t15.08  acaatcctatgtgccatcatcc gaagttgccacagttaaccg
Plate 3  G2  SC.t15.09  gttaacattacccggtttttgaatc tactctgttgtcttctttggaagg
Plate 3  G3  SC.t15.10  gggcgaaaaataatattctgcttcc tatattactcccttgcgccac






Plate  Well  tRNA ID  Fwd Primer Reverse Primer 
Plate 3  G5  SC.t15.12  ggaaaactaaaatgaaaaaaaataaattgggg ttccgtttacctgcttcataatacc
Plate 3  G6  SC.t15.13  ccattttcttctactagggaagttcg aacaattgttaaatctagtcaaaaagggg
Plate 3  G7  SC.t15.14  ggctattgaagtctcatcaggtatg ggaaggaaaaacgtgtgcatc
Plate 3  G8  SC.t15.15  acaatctagaaagcgcagatagc acactttctacggctatgcag
Plate 3  G9  SC.t15.16  cggagatcctaaaaatatgcttcg  taaagttatgcaaacgcctcac 
Plate 3  G10  SC.t15.17  caatgaaactgtctgagatgatcag gggatgaagaatatatagcagtgacg
Plate 3  G11  SC.t15.18  cctctcttatgggattaagaaatatcaac  cgtgatcagaaaaggaagatcatc 
Plate 3  G12  SC.t15.19  catatataagttccacatgccatgag tcgtacttatatggtatttgcagtcc
Plate 3  H1  SC.t15.20  gagtgtgcttctacagagcc acctgtctagtaagattagcgc






Table  III:  tRNA  genes  and  their  respective  assigned  flanking  sequences.  The  tRNA 
matched column contains the technical tRNA gene names for A. gossypii (AGOS) and E. 
cymbalariae  (Ecym).  This  table  used  information  generated  in  part  by  programming 
scripts written by Mr. Isaac Luo.  




SC.t01.01  tP(UGG)A  TGG Pro AGOS_t0136 TGG  Pro
SC.t01.02  tA(UGC)A  TGC Ala AGOS_t0153 TGC  Ala
SC.t01.03  tL(CAA)A  CAA  Leu  AGOS_t0007  CAA  Leu 
SC.t01.04  tS(AGA)A  AGA Ser AGOS_t0022 AGA  Ser
SC.t02.01  tL(UAA)B1  TAA Leu AGOS_t0116 TAA  Leu
SC.t02.02  tF(GAA)B  GAA Phe AGOS_t0006 GAA  Phe
SC.t02.03  tI(AAU)B  AAT Ile AGOS_t0062 AAT  Ile
SC.t02.04  tG(GCC)B  GCC  Gly  AGOS_t0002  GCC  Gly 
SC.t02.05  tS(AGA)B  AGA Ser AGOS_t0043 AGA  Ser
SC.t02.06  tT(AGU)B  AGT  Thr  AGOS_t0102  AGT  Thr 
SC.t02.07  tV(UAC)B  TAC Val AGOS_t0004 TAC  Val
SC.t02.08  tL(UAA)B2  TAA Leu Ecym_3229 TAA  Leu
SC.t02.09  tQ(UUG)B  TTG Gln AGOS_t0065 TTG  Gln
SC.t02.10  tR(UCU)B  TCT Arg AGOS_t0010 TCT  Arg
SC.t02.11  tD(GUC)B  GTC Asp AGOS_t0030 GTC  Asp
SC.t02.12  tC(GCA)B  GCA Cys AGOS_t0079 GCA  Cys
SC.t02.13  tE(UUC)B  TTC Glu AGOS_t0036 TTC  Glu
SC.t03.01  tE(UUC)C  TTC Glu AGOS_t0015 TTC  Glu
SC.t03.02  tL(CAA)C  CAA Leu AGOS_t0001 CAA  Leu
SC.t03.03  tP(AGG)C  AGG Pro AGOS_t0011 AGG  Pro
SC.t03.04  tN(GUU)C  GTT Asn AGOS_t0018 GTT  Asn
SC.t03.05  tG(GCC)C  GCC Gly AGOS_t0008 GCC  Gly
SC.t03.06  tM(CAU)C  CAT  Met  AGOS_t0035  CAT  Met 
SC.t03.07  tK(CUU)C  CTT Lys AGOS_t0028 CTT  Lys
SC.t03.08  tQ(UUG)C  TTG Gln AGOS_t0003 TTG  Gln
SC.t03.09  tS(CGA)C  CGA Ser AGOS_t0017 CGA  Ser
SC.t03.10  tT(AGU)C  AGT Thr AGOS_t0073 AGT  Thr
SC.t04.01  tG(GCC)D1  GCC Gly AGOS_t0054 GCC  Gly
SC.t04.02  tK(UUU)D  TTT Lys AGOS_t0020 TTT  Lys
SC.t04.03  tA(AGC)D  AGC  Ala  AGOS_t0014  AGC  Ala 
SC.t04.04  tT(AGU)D  AGT Thr AGOS_t0114 AGT  Thr
SC.t04.05  tS(AGA)D1  AGA  Ser  AGOS_t0082  AGA  Ser 
SC.t04.06  tV(UAC)D  TAC Val AGOS_t0059 CAC  Val










SC.t04.08  tQ(UUG)D1  TTG  Gln  AGOS_t0121  TTG  Gln 
SC.t04.09  tR(UCU)D  TCT Arg AGOS_t0053 TCT  Arg
SC.t04.10  tD(GUC)D  GTC Asp AGOS_t0045 GTC  Asp
SC.t04.11  tR(ACG)D  ACG Arg AGOS_t0051 ACG  Arg
SC.t04.12  tQ(UUG)D2  TTG Gln AGOS_t0156 TTG  Gln
SC.t04.13  tI(AAU)D  AAT  Ile  AGOS_t0063  AAT  Ile 
SC.t04.14  tQ(UUG)D3  TTG Gln Ecym_1352 TTG  Gln
SC.t04.15  tI(UAU)D  TAT  Ile  AGOS_t0178  TAT  Ile 
SC.t04.16  tY(GUA)D  GTA Tyr AGOS_t0111 GTA  Tyr
SC.t04.17  tS(AGA)D2  AGA Ser AGOS_t0084 AGA  Ser
SC.t04.18  tG(GCC)D2  GCC Gly AGOS_t0094 GCC  Gly
SC.t04.19  tE(CUC)D  CTC Glu AGOS_t0025 CTC  Glu
SC.t04.20  tV(CAC)D  CAC  Val  AGOS_t0005  CAC  Val 
SC.t04.21  tF(GAA)D  GAA Phe AGOS_t0077 GAA  Phe
SC.t04.22  tX(XXX)D  ??? Undet Ecym_6174 ???  Leu
SC.t04.23  tM(CAU)D  CAT Met AGOS_t0052 CAT  Met
SC.t04.24  tK(CUU)D1  CTT Lys AGOS_t0032 CTT  Lys
SC.t04.25  tG(CCC)D  CCC Gly AGOS_t0060 CCC  Gly
SC.t04.26  tS(AGA)D3  AGA Ser AGOS_t0177 AGA  Ser
SC.t04.27  tK(CUU)D2  CTT Lys AGOS_t0034 CTT  Lys
SC.t04.28  tL(CAA)D  CAA  Leu  AGOS_t0091  CAA  Leu 
SC.t05.01  tG(GCC)E  GCC Gly AGOS_t0095 GCC  Gly
SC.t05.02  tS(AGA)E  AGA Ser Ecym_3557 AGA  Ser
SC.t05.03  tM(CAU)E  CAT Met AGOS_t0078 CAT  Met
SC.t05.04  tQ(UUG)E2  TTG Gln Ecym_2708 TTG  Gln
SC.t05.05  tK(CUU)E1  CTT Lys AGOS_t0066 CTT  Lys
SC.t05.06  tR(UCU)E  TCT Arg AGOS_t0072 TCT  Arg
SC.t05.07  tE(UUC)E1  TTC  Glu  AGOS_t0186  TTC  Glu 
SC.t05.08  tH(GUG)E1  GTG His AGOS_t0021 GTG  His
SC.t05.09  tQ(UUG)E1  TTG  Gln  Ecym_4374  TTG  Gln 
SC.t05.10  tS(UGA)E  TGA Ser AGOS_t0067 TGA  Ser
SC.t05.11  tA(UGC)E  TGC Ala AGOS_t0166 TGC  Ala
SC.t05.12  tE(UUC)E2  TTC  Glu  Ecym_3090  TTC  Glu 
SC.t05.13  tH(GUG)E2  GTG His AGOS_t0026 GTG  His
SC.t05.14  tK(CUU)E2  CTT  Lys  AGOS_t0087  CTT  Lys 
SC.t05.15  tV(AAC)E1  AAC Val AGOS_t0023 AAC  Val
SC.t05.16  tI(AAU)E1  AAT Ile AGOS_t0099 AAT  Ile
SC.t05.17  tV(AAC)E2  AAC Val AGOS_t0033 AAC  Val
SC.t05.18  tE(UUC)E3  TTC Glu Ecym_4588 TTC  Glu
SC.t05.19  tR(ACG)E  ACG Arg AGOS_t0176 ACG  Arg
SC.t05.20  tI(AAU)E2  AAT Ile AGOS_t0185 AAT  Ile
SC.t06.01  tP(UGG)F  TGG Pro AGOS_t0075 TGG  Pro
SC.t06.02  tN(GUU)F  GTT Asn AGOS_t0048 GTT  Asn










SC.t06.04  tG(GCC)F1  GCC Gly AGOS_t0012 GCC  Gly
SC.t06.05  tY(GUA)F1  GTA Tyr AGOS_t0029 GTA  Tyr
SC.t06.06  tG(GCC)F2  GCC Gly AGOS_t0046 GCC  Gly
SC.t06.07  tS(GCU)F  GCT Ser AGOS_t0105 GCT  Ser
SC.t06.08  tA(AGC)F  AGC Ala AGOS_t0154 AGC  Ala
SC.t06.09  tY(GUA)F2  GTA Tyr AGOS_t0130 GTA  Tyr
SC.t06.10  tK(CUU)F  CTT Lys AGOS_t0109 CTT  Lys
SC.t07.01  tV(AAC)G3  AAC Val AGOS_t0037 AAC  Val
SC.t07.02  tH(GUG)G1  GTG His AGOS_t0122 GTG  His
SC.t07.03  tK(UUU)G1  TTT Lys AGOS_t0167 TTT  Lys
SC.t07.04  tK(CUU)G1  CTT Lys AGOS_t0120 CTT  Lys
SC.t07.05  tK(CUU)G2  CTT Lys AGOS_t0193 CTT  Lys
SC.t07.06  tL(CAA)G1  CAA  Leu  AGOS_t0138  CAA  Leu 
SC.t07.07  tW(CCA)G1  CCA Trp AGOS_t0081 CCA  Trp
SC.t07.08  tH(GUG)G2  GTG His AGOS_t0151 GTG  His
SC.t07.09  tE(UUC)G1  TTC Glu Ecym_7052 TTC  Glu
SC.t07.10  tE(UUC)G2  TTC Glu AGOS_t0041 CTC  Glu
SC.t07.11  tR(UCU)G1  TCT  Arg  AGOS_t0118  TCT  Arg 
SC.t07.12  tV(AAC)G1  AAC Val AGOS_t0058 AAC  Val
SC.t07.13  tL(CAA)G2  CAA  Leu  AGOS_t0144  CAA  Leu 
SC.t07.14  tF(GAA)G  GAA Phe AGOS_t0117 GAA  Phe
SC.t07.15  tD(GUC)G1  GTC Asp AGOS_t0071 GTC  Asp
SC.t07.16  tE(UUC)G3  TTC Glu AGOS_t0148 CTC  Glu
SC.t07.17  tD(GUC)G2  GTC Asp AGOS_t0147 GTC  Asp
SC.t07.18  tS(AGA)G  AGA Ser Ecym_5450 AGA  Ser
SC.t07.19  tT(UGU)G1  TGT Thr AGOS_t0076 TGT  Thr
SC.t07.20  tL(GAG)G  GAG  Leu  AGOS_t0019  GAG  Leu 
SC.t07.21  tK(UUU)G2  TTT Lys AGOS_t0170 TTT  Lys
SC.t07.22  tC(GCA)G  GCA Cys AGOS_t0104 GCA  Cys
SC.t07.23  tN(GUU)G  GTT Asn AGOS_t0038 GTT  Asn
SC.t07.24  tR(UCU)G3  TCT Arg AGOS_t0172 TCT  Arg
SC.t07.25  tI(AAU)G  AAT Ile AGOS_t0162 AAT  Ile
SC.t07.26  tA(AGC)G  AGC Ala AGOS_t0031 AGC  Ala
SC.t07.27  tG(UCC)G  TCC Gly AGOS_t0056 TCC  Gly
SC.t07.28  tA(UGC)G  TGC  Ala  AGOS_t0179  TGC  Ala 
SC.t07.29  tV(AAC)G2  AAC Val AGOS_t0089 AAC  Val
SC.t07.30  tR(UCU)G2  TCT Arg AGOS_t0180 TCT  Arg
SC.t07.31  tG(GCC)G1  GCC Gly AGOS_t0110 GCC  Gly
SC.t07.32  tL(CAA)G3  CAA Leu AGOS_t0150 CAA  Leu
SC.t07.33  tK(CUU)G3  CTT  Lys  Ecym_2422  CTT  Lys 
SC.t07.34  tW(CCA)G2  CCA Trp AGOS_t0133 CCA  Trp
SC.t07.35  tG(GCC)G2  GCC  Gly  AGOS_t0131  GCC  Gly 
SC.t07.36  tT(UGU)G2  TGT Thr Ecym_4453 TGT  Thr










SC.t08.02  tV(AAC)H  AAC Val AGOS_t0127a AAC  Val
SC.t08.03  tT(AGU)H  AGT Thr AGOS_t0125 AGT  Thr
SC.t08.04  tS(AGA)H  AGA Ser Ecym_7359 AGA  Ser
SC.t08.05  tQ(UUG)H  TTG Gln Ecym_4746 TTG  Gln
SC.t08.06  tA(AGC)H  AGC Ala AGOS_t0064 AGC  Ala
SC.t08.07  tF(GAA)H1  GAA Phe AGOS_t0194 GAA  Phe
SC.t08.08  tF(GAA)H2  GAA Phe Ecym_2291 GAA  Phe
SC.t08.09  tP(UGG)H  TGG Pro AGOS_t0137 TGG  Pro
SC.t08.10  tT(UGU)H  TGT Thr AGOS_t0157 CGA  Ser
SC.t08.11  tV(CAC)H  CAC Val AGOS_t0047 CAC  Val
SC.t09.01  tT(AGU)I1  AGT Thr AGOS_t0070 AGT  Thr
SC.t09.02  tI(AAU)I1  AAT Ile AGOS_t0016 AAT  Ile
SC.t09.03  tE(CUC)I  CTC  Glu  AGOS_t0024  CTC  Glu 
SC.t09.04  tI(AAU)I2  AAT Ile AGOS_t0050 AAT  Ile
SC.t09.05  tS(UGA)I  TGA Ser AGOS_t0061 TGA  Ser
SC.t09.06  tK(CUU)I  CTT Lys Ecym_2477 CTT  Lys
SC.t09.07  tD(GUC)I1  GTC Asp AGOS_t0009 GTC  Asp
SC.t09.08  tT(AGU)I2  AGT  Thr  AGOS_t0155  AGT  Thr 
SC.t09.09  tD(GUC)I2  GTC Asp AGOS_t0027 GTC  Asp
SC.t09.10  tE(UUC)I  TTC  Glu  AGOS_t0042  CTC  Glu 
SC.t10.01  tT(AGU)J  AGT Thr AGOS_t0190 AGT  Thr
SC.t10.02  tE(UUC)J  TTC Glu Ecym_1267 CTC  Glu
SC.t10.03  tA(AGC)J  AGC Ala AGOS_t0085 AGC  Ala
SC.t10.04  tD(GUC)J1  GTC Asp AGOS_t0181 GTC  Asp
SC.t10.05  tR(ACG)J  ACG Arg Ecym_3026 ACG  Arg
SC.t10.06  tY(GUA)J1  GTA Tyr AGOS_t0195 GTA  Tyr
SC.t10.07  tR(UCU)J1  TCT  Arg  Ecym_7279  TCT  Arg 
SC.t10.08  tD(GUC)J2  GTC Asp Ecym_5129 GTC  Asp
SC.t10.09  tD(GUC)J3  GTC Asp Ecym_7285 GTC  Asp
SC.t10.10  tR(UCU)J2  TCT Arg Ecym_7430 TCT  Arg
SC.t10.11  tV(AAC)J  AAC Val AGOS_t9173 AAC  Val
SC.t10.12  tM(CAU)J1  CAT Met AGOS_t0083 CAT  Met
SC.t10.13  tG(GCC)J1  GCC Gly AGOS_t0163 GCC  Gly
SC.t10.14  tK(CUU)J  CTT Lys Ecym_4352 CTT  Lys
SC.t10.15  tW(CCA)J  CCA  Trp  AGOS_t0143  CCA  Trp 
SC.t10.16  tM(CAU)J2  CAT Met AGOS_t0088 CAT  Met
SC.t10.17  tL(UAA)J  TAA Leu AGOS_t9174 TAG  Leu
SC.t10.18  tM(CAU)J3  CAT Met AGOS_t0107 CAT  Met
SC.t10.19  tS(AGA)J  AGA Ser AGOS_t0165 CGC  Ala
SC.t10.20  tG(GCC)J2  GCC  Gly  Ecym_1335  GCC  Gly 
SC.t10.21  tR(CCU)J  CCT Arg AGOS_t0158 CCT  Arg
SC.t10.22  tD(GUC)J4  GTC  Asp  AGOS_t0168  CGC  Ala 
SC.t10.23  tY(GUA)J2  GTA Tyr AGOS_t0188 GTA  Tyr










SC.t11.01  tT(CGU)K  CGT Thr Ecym_3610 CGT  Thr
SC.t11.02  tN(GUU)K  GTT Asn AGOS_t0103 GTT  Asn
SC.t11.03  tL(UAA)K  TAA Leu AGOS_t0129b TAG  Leu
SC.t11.04  tE(UUC)K  TTC Glu Ecym_2245 CTC  Glu
SC.t11.05  tR(UCU)K  TCT Arg Ecym_8238 TCT  Arg
SC.t11.06  tK(CUU)K  CTT Lys Ecym_5431 CTT  Lys
SC.t11.07  tA(AGC)K1  AGC Ala AGOS_t0112 AGC  Ala
SC.t11.08  tW(CCA)K  CCA Trp AGOS_t0192 CCA  Trp
SC.t11.09  tV(AAC)K1  AAC Val AGOS_t0189 AAC  Val
SC.t11.10  tH(GUG)K  GTG His Ecym_4431 GTG  His
SC.t11.11  tV(AAC)K2  AAC Val AGOS_t0127b AAC  Val
SC.t11.12  tL(CAA)K  CAA Leu Ecym_1315 CAA  Leu
SC.t11.13  tR(ACG)K  ACG  Arg  Ecym_3582  ACG  Arg 
SC.t11.14  tD(GUC)K  GTC Asp Ecym_2339 GCT  Ser
SC.t11.15  tA(AGC)K2  AGC Ala AGOS_t0115 AGC  Ala
SC.t11.16  tK(UUU)K  TTT Lys Ecym_2779 TTT  Lys
SC.t12.01  tP(UGG)L  TGG Pro AGOS_t0152 TGG  Pro
SC.t12.02  tS(AGA)L  AGA  Ser  AGOS_t0055  CGA  Ser 
SC.t12.03  tA(UGC)L  TGC Ala Ecym_3501 TGC  Ala
SC.t12.04  tR(ACG)L  ACG  Arg  Ecym_4237  ACG  Arg 
SC.t12.05  tD(GUC)L1  GTC Asp Ecym_2487 CGA  Ser
SC.t12.06  tQ(UUG)L  TTG Gln AGOS_t0126 CTG  Gln
SC.t12.07  tL(UAG)L1  TAG Leu AGOS_t0080 TAG  Leu
SC.t12.08  tI(UAU)L  TAT Ile Ecym_4148 TAT  Ile
SC.t12.09  tL(CAA)L  CAA Leu Ecym_2338 CAA  Leu
SC.t12.10  tA(AGC)L  AGC Ala Ecym_1408 AGC  Ala
SC.t12.11  tV(AAC)L  AAC  Val  Ecym_3045  AAC  Val 
SC.t12.12  tL(UAG)L2  TAG Leu AGOS_t0129a TAG  Leu
SC.t12.13  tI(AAU)L1  AAT Ile AGOS_t0174 AAT  Ile
SC.t12.14  tX(XXX)L  GCT Ser AGOS_t0119 GCT  Ser
SC.t12.15  tD(GUC)L2  GTC Asp Ecym_2734 GCT  Ser
SC.t12.16  tE(UUC)L  TTC Glu AGOS_t0100 CTC  Glu
SC.t12.17  tR(CCG)L  CCG Arg AGOS_t0044 CCG  Arg
SC.t12.18  tK(UUU)L  TTT Lys Ecym_4428 TTT  Lys
SC.t12.19  tL(UAA)L  TAA  Leu  Ecym_6313  TAG  Leu 
SC.t12.20  tN(GUU)L  GTT Asn AGOS_t0106 GTT  Asn
SC.t12.21  tI(AAU)L2  AAT Ile Ecym_2534 AAT  Ile
SC.t13.01  tR(UCU)M2  TCT Arg AGOS_t0164 CCG  Arg
SC.t13.02  tY(GUA)M1  GTA Tyr Ecym_2719 GTA  Tyr
SC.t13.03  tG(GCC)M  GCC  Gly  Ecym_2713  GCC  Gly 
SC.t13.04  tP(UGG)M  TGG Pro AGOS_t0173 TGG  Pro
SC.t13.05  tS(AGA)M  AGA  Ser  Ecym_3050  CCA  Trp 
SC.t13.06  tE(UUC)M  TTC Glu AGOS_t0113 CTC  Glu










SC.t13.08  tF(GAA)M  GAA Phe Ecym_3227 GAA  Phe
SC.t13.09  tH(GUG)M  GTG His Ecym_3539 TCC  Gly
SC.t13.10  tV(AAC)M1  AAC Val Ecym_3120 AAC  Val
SC.t13.11  tW(CCA)M  CCA Trp Ecym_2284 CCA  Trp
SC.t13.12  tV(AAC)M2  AAC Val Ecym_5448 AAC  Val
SC.t13.13  tD(GUC)M  GTC Asp Ecym_3581 CTG  Gln
SC.t13.14  tK(CUU)M  CTT Lys Ecym_6022 CTT  Lys
SC.t13.15  tL(CAA)M  CAA Leu Ecym_3017 CAA  Leu
SC.t13.16  tM(CAU)M  CAT Met AGOS_t0108 CAT  Met
SC.t13.17  tV(AAC)M3  AAC Val AGOS_t0146 CAC  Val
SC.t13.18  tR(UCU)M1  TCT Arg Ecym_4327 TGA  Ser
SC.t13.19  tA(AGC)M2  AGC Ala Ecym_5235 AGC  Ala
SC.t13.20  tQ(CUG)M  CTG  Gln  AGOS_t0098  CTG  Gln 
SC.t13.21  tY(GUA)M2  GTA Tyr Ecym_3164 GTA  Tyr
SC.t14.01  tG(UCC)N  TCC Gly AGOS_t0101 TCC  Gly
SC.t14.02  tN(GUU)N1  GTT Asn AGOS_t0175 GTT  Asn
SC.t14.03  tT(AGU)N1  AGT Thr Ecym_3116 AGT  Thr
SC.t14.04  tF(GAA)N  GAA  Phe  Ecym_7119  GAA  Phe 
SC.t14.05  tL(CAA)N  CAA Leu Ecym_6161 CAA  Leu
SC.t14.06  tD(GUC)N  GTC  Asp  Ecym_4556  CCC  Gly 
SC.t14.07  tP(UGG)N1  TGG Pro AGOS_t0187 TGG  Pro
SC.t14.08  tT(AGU)N2  AGT Thr Ecym_3601 AGT  Thr
SC.t14.09  tP(UGG)N2  TGG Pro Ecym_3141 TGG  Pro
SC.t14.10  tI(AAU)N1  AAT Ile Ecym_3322 AAT  Ile
SC.t14.11  tI(AAU)N2  AAT Ile Ecym_3502 AAT  Ile
SC.t14.12  tP(AGG)N  AGG Pro Ecym_1281 AGG  Pro
SC.t14.13  tN(GUU)N2  GTT  Asn  AGOS_t0182  GTT  Asn 
SC.t14.14  tL(UAA)N  TAA Leu Ecym_6321 CAA  Leu
SC.t15.01  tG(UCC)O  TCC Gly Ecym_1515 TCC  Gly
SC.t15.02  tT(AGU)O1  AGT Thr Ecym_5372 AGT  Thr
SC.t15.03  tG(GCC)O1  GCC Gly Ecym_5641 GCC  Gly
SC.t15.04  tN(GUU)O1  GTT Asn Ecym_2687 GTT  Asn
SC.t15.05  tS(GCU)O  GCT Ser AGOS_t0149 GCT  Ser
SC.t15.06  tG(GCC)O2  GCC Gly Ecym_6019 GCC  Gly
SC.t15.07  tY(GUA)O  GTA  Tyr  Ecym_4622  GTA  Tyr 
SC.t15.08  tP(UGG)O1  TGG Pro Ecym_4457 TGG  Pro
SC.t15.09  tR(ACG)O  ACG Arg Ecym_4627 GTA  Tyr
SC.t15.10  tT(AGU)O2  AGT Thr Ecym_5050 CAT  Met
SC.t15.11  tK(UUU)O  TTT Lys Ecym_8146 TTT  Lys
SC.t15.12  tP(UGG)O2  TGG  Pro  Ecym_4603  TGG  Pro 
SC.t15.13  tN(GUU)O2  GTT Asn Ecym_3543 GTT  Asn
SC.t15.14  tD(GUC)O  GTC  Asp  Ecym_5220  GTA  Tyr 
SC.t15.15  tG(CCC)O  CCC Gly AGOS_t0159 CCC  Gly









SC.t15.17  tM(CAU)O1  CAT  Met  Ecym_1381  CAT  Met 
SC.t15.18  tA(UGC)O  TGC Ala Ecym_6070 TGC  Ala
SC.t15.19  tM(CAU)O2  CAT Met Ecym_4463 CAT  Met
SC.t15.20  tP(UGG)O3  TGG Pro Ecym_5673 TGG  Pro
SC.t16.01  tW(CCA)P  CCA Trp Ecym_2722 CCA  Trp
SC.t16.02  tE(UUC)P  TTC  Glu  AGOS_t0132  CTC  Glu 
SC.t16.03  tM(CAU)P  CAT Met Ecym_4599 CAT  Met
SC.t16.04  tC(GCA)P1  GCA  Cys  AGOS_t0169  GCA  Cys 
SC.t16.05  tF(GAA)P1  GAA Phe Ecym_7336 GAA  Phe
SC.t16.06  tG(GCC)P1  GCC Gly Ecym_6114 GCC  Gly
SC.t16.07  tK(CUU)P  CTT Lys Ecym_7214 CTT  Lys
SC.t16.08  tF(GAA)P2  GAA Phe Ecym_8186 GAA  Phe
SC.t16.09  tS(UGA)P  TGA  Ser  Ecym_3462  TGA  Ser 
SC.t16.10  tT(UGU)P  TGT Thr Ecym_5366 GTT  Asn
SC.t16.11  tK(UUU)P  TTT Lys Ecym_5433 CCA  Trp
SC.t16.12  tC(GCA)P2  GCA Cys Ecym_5164 GCA  Cys
SC.t16.13  tN(GUU)P  GTT Asn Ecym_4412 GTT  Asn
SC.t16.14  tI(AAU)P1  AAT Ile Ecym_8367 AAT  Ile
SC.t16.15  tA(AGC)P  AGC Ala Ecym_7417 AGC  Ala
SC.t16.16  tG(GCC)P2  GCC Gly Ecym_6124 GCC  Gly



















































































































































































































































































Primer ID Direction  Sequence
YCp469 Fwd  ccgcaatactatgtagctaaact
YCp471  Rev  tgagtcaagacctcgacaacat 
YCp1807 Rev  ATGAAATTCATAATAGAAACAATAACTAGCTGTACGACTTCAGCAATTAGCTACTCG
YCp1809  Fwd  AAGTCGTACAGCTAGTTATTGTTTCTATTATGAATTTCATTTATAAAGTTTATGTAC 
YCp1812 Rev  GTCATCACCGAAACGCGCGAAATAACTAGCTGTACGACTTCAGCAATTAGCTACTCG
YCp1813  Fwd  GCTGAAGTCGTACAGCTAGTTATTTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTG 
YCp2581  Fwd  TGAGATCCAGTTCGATGTAACCC
YCp2582 Rev  GCTGAAGATCAGTTGGGTGC
YCp2606  Fwd  GCCTTAGACCGCTCGGCCAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGC 
YCp2607 Rev  TACGCCGAGCCCAGGATTGTGCGGCCGCGGCCGGCCTTATCGATACCGTCGACCTCGAG
YCp2608  Fwd  GAGGTCGACGGTATCGATAAGGCCGGCCGCGGCCGCACAATCCTGGGCTCGGCGT 
YCp2609 Rev  GCAGGAATTCGATATCAAGCTTGGCCGAGCGGTCTAAGG 
YCp2610  Fwd  aattagagcTTCAATTTAATGCTTGATATCGAATTCCTGCAGC 
YCp2611 Rev  GCAGGAATTCGATATCAAGCATTAAATTGAAgctctaatttgtgagtttagtatacATGC
YCp2612  Fwd  GCACTCGATCTTCCCAGAAAAAGAGGC 
YCp2613 Rev  TGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTC
YCp2786 Fwd  gtggatgggttcgatttaactttaaataatgccaattatttaaagttaGCGGCCGCGCTTGATATCGAATTCCTGCAGC
YCp2787  Rev  gttttttccgtagatataactttaaataattggcattatttaaagttaGCGGCCGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAG 
YCp2937 Fwd  gagcctattggtccctgtgagagc
YCp2938  Rev  cgtctttttgaaatagccacaatgcaa 
YCp2939 Fwd  ccttcaagcaacagtctacagtgtac
YCp2940  Rev  gagatctcctctcggatatcacagg 
YCp2968 Fwd  agtaccttgcgcttcagatcttg
YCp2969  Rev  ccatccgccgctgatatcaag 
 
[Table continued on next page] 
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Primer ID  Direction  Sequence 
YCp3001 (M13F)  Fwd  GTAAAACGACGGCCAGT
YCp3002 (M13R)  Rev  CAGGAAACAGCTATGAC 
YCp3084 N/A  ggtccgttgcggactcggatatgg
YCp3100  N/A  ctgcggtcaagatatttcttG 
YCp3114 Fwd  TTTTTCACGGATTTTTTGTGCCG
YCp3115  Rev  CCCATGGTGATGCAGGAGCA 
YCp3479 Fwd  cccaaatctctctatatcacgtgc
YCp3480  Rev  tactgcgcctttacaacatcg 
YCp3722 Fwd  tttttgtgcctttagcatcacatg
YCp3723 Rev  gaaaagttactgctctaatcaacagg
YCp3724  Fwd  gcatatctttaccagaatatggtgatc 
YCp3725 Rev  ctggacatagcgtattatgttgc
YCp3741  Fwd  acgtgacactgaaaataactttaaataattggcattatttaaagttaTTTTTATTTTTTTTTatcaactgtccgggcac 
YCp3742 Rev  CGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGCCGGCCTTTTTTTTTCTTCCTCTTCATTTTTCATTGCAAAG
YCp3743  Fwd  AGACCGCTCGGCCAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCtatataacagtatatgctgactttacgatggc 
YCp3744 Rev  agaacaatgacgtatattaactttaaataatgccaattatttaaagttatatctacggaaaaaaccgccaaaaataaag
YCp4177  Fwd  TCGAGGTCGACGGTATCG 
YCp4178 Rev  CGTTCTTCCTTCTGTTCGGAG
YCp4488 Rev  aatgacagcactacttgcg
 
 
 
 
 
 
